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II – Sumário 
Os géneros alimentícios podem apresentar contaminantes de diversas origens e 
com diferentes toxicidades, podendo representar um perigo para a saúde humana. As 
micotoxinas são metabolitos produzidos por fungos capazes de induzir efeitos 
carcinogénicos e imunossupressores, podendo constituir um problema grave para a 
saúde pública. A patulina, uma micotoxina presente essencialmente em frutos como 
maçã e seus produtos derivados, apresenta capacidade genotóxica, mutagénica, 
imunossupressora e neurotóxica e é particularmente relevante no que respeita à saúde 
infantil, uma vez que as crianças tendem a consumir uma grande quantidade de produtos 
à base de fruta durante o seu crescimento.  
Este trabalho tem por objetivo simular o processo digestivo de patulina em 
sumos de fruta bem como compreender qual a influência da matriz alimentar (refeição 
sólida) e do modelo de digestão in vitro utilizado (adulto ou infantil) na 
bioacessibilidade (percentagem de contaminante que se liberta da matriz por ação dos 
sucos digestivos e que fica disponível para ser absorvida) de sumos contaminados 
artificialmente com patulina. A identificação e quantificação de patulina presente nos 
alimentos foram realizadas através da análise por SPE-HPLC-UV.  
No domínio da bioacessibilidade em sumos foram efetuados ensaios de 
estabilidade de patulina, estudados os possíveis efeitos do método de extração utilizado 
em sumos antes e após a digestão e ainda a variabilidade das amostras nos ensaios de 
bioacessibilidade. A patulina manteve-se estável em amostras contaminadas 
conservadas a uma temperatura de -20ºC durante 3 meses. O método de extração (SPE), 
foi o que permitiu obter valores mais elevados de recuperação (entre 58 e 84%) e não se 
verificaram diferenças significativas nos valores de bioacessibilidade de sumos obtidos 
no dia e em diferentes dias de análise de patulina (p valor=0,584).  
Os estudos de bioacessibilidade em sumos na presença de refeição sólida 
(simulando a ingestão de sólidos e líquidos numa refeição) revelaram que na presença 
de esparguete à bolonhesa, guisado de borrego e bolacha maria, os valores de 
bioacessibilidade diminuem para todas as amostras (de 29,72 para 7,64%; 23,29 para 
16,45% e 21,46 para 6,50%, respetivamente). A comparação dos valores de 
bioacessibilidade na presença e ausência de refeição permitiram determinar a existência 
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de diferenças estatisticamente significativas para a maioria das amostras de sumo 
analisadas. Permitindo concluir que a inclusão de uma refeição padrão tem interferência 
nos valores de bioacessibilidade de patulina em amostras de sumo contaminadas 
artificialmente, provocando a sua redução.  
A comparação dos resultados para a bioacessibilidade de patulina em sumos 
utilizando dois modelos de digestão in vitro diferentes, um destinado a simular o 
processo digestivo adulto, e outro infantil, revelaram valores médios de 
bioacessibilidade de 18,96% ± 6,70 com o modelo de adulto e 7,1% ± 3,50, para o 
modelo infantil verificando-se uma diferença estatisticamente significativa para estes 
resultados (p valor=0,00). Estes estudos revelaram que, no modelo para crianças, 7,1% 
de patulina atinge o intestino sem sofrer alterações, o que do ponto de vista toxicológico 
significa que esta quantidade estará disponível para ser absorvida e exercer os seus 
efeitos tóxicos no organismo. Este resultado é particularmente importante dado que se 
trata de um modelo para crianças, cuja vulnerabilidade a doenças é superior à dos 
adultos.  
 Será importante efetuar mais ensaios com vista a confirmar os resultados 
encontrados face á sua importância na saúde infantil. Existe muito pouca bibliografia 
sobre a bioacessibilidade de patulina em alimentos, e esta é escassa para os modelos que 
simulem a digestão em crianças pelo que este trabalho se apresenta como inovador 
pretendendo ser um contributo para os estudos na área da segurança alimentar. 
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III - Abstract 
Human food could be contaminated with toxins from diverse origins. 
Mycotoxins, metabolites produced by fungi, may constitute a serious problem to human 
health, since they can promote carcinogenic and immunosuppressants effects. Patulin, a 
mycotoxin present in apple and apple fruit derivatives with genotoxic, mutagenic, 
immunosuppressants and nephrotoxic effects, is a mycotoxin that has children has a 
special target due to the their high consumption of apple based foods. 
The  present study aims to simulate the in vitro digestion of patulina in fruit 
juices  and the influence of food matrix (solid meals) and the in vitro digestion model ( 
adult and infant) in the bioaccessibility of artificially contaminated fruit juices. The 
identification and quantification of patulin in infant foods will be carried out through the 
analysis by SPE-HPLC-UV. 
Patulin bioaccessibility study included the stability of patulin in contaminated 
fruit juices, the effect of patulin extraction method in digested and non-digested 
samples, and the inter and intraday variability. Patulin contaminated juices maintain the 
same toxin concentration at -20ºC for a three months period. The solid phase extraction 
method (SPE) is the one that allowed to obtain the highest patulin recovery values 
(between 58 and 84%). There was no significance difference for intra and inter days 
variability (p value= 0.584). 
Patulin bioaccessibility in the presence and absence of a solid meal (simulating 
the liquid and solids ingestion) revealed to be lower when a ‘meal with sparguetti’, 
‘stew of lamb’ or ‘Maria cookies’ was added (29.72 to 7.64%; 23.29 to 16.45% and 
21.46 to 6.50%, respectively). There were significant differences between the samples 
with or without solid meal for the majority of assayed fruit juices analyzed According to 
this study, the presence of a meal and the type of meal could affect the bioaccessibility 
of patulin, by interfering with the matrix of the fruit juices leading to a decay of 
bioaccessibility values. 
Patulin bioacessibility for different in vitro digestion methods was also studied. 
The differences between adult and infant digestion methods revealed to be statistically 
different, with adult model showing higher bioaccessibility values (18.96% ± 6.70) than 
infant method (7.1% ± 3.50). The fact that there is still 7.1% of patulin in infant 
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digestive tract to be absorb and to induce its toxicity effect is very important from the 
toxicological point of view, mainly due to the infants greater physiological vulnerability 
that adults.  
 It would be important to perform more studies to confirm the obtained results 
due to its significance for children health. There is scarce literature concerning patulin 
bioaccessibility in food, and only few using in vitro digestion models adapted to 
children, which turns this work innovator and a contribution to o food safety studies. 
 
Keywords: Patulin, bioaccessibility, in vitro digestion, SPE-HPLC-UV, children 
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VII - Importância do tema e organização do trabalho 
Os produtos alimentícios ingeridos pelos humanos estão sujeitos à exposição a 
diversos contaminantes químicos como resultado de resíduos da produção, 
transformação, acondicionamento, transporte e conservação dos alimentos. Apesar 
destes contaminantes não serem intencionalmente colocados, estão presentes nos 
alimentos e podem influenciar a toxicidade dos mesmos. Os alimentos assim 
contaminados podem comprometer o estado de saúde de quem os consome 
(Versantvoort et al., 2005) . 
Este trabalho é focado na micotoxina patulina devido à sua relação com os 
alimentos à base de maçã, em especial sumos que podem ser utilizados para consumo 
infantil. 
Esta dissertação está organizada em quatro capítulos principais: Introdução e 
Objetivos, Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Perspetivas Futuras  
A Introdução está dividida em 3 seções: Micotoxinas,  sua Determinação analítica  e 
Digestão Humana. Na seção das micotoxinas efetuasse uma abordagem geral sobre os 
organismos produtores de micotoxinas, caracterização química, carcinogenicidade, 
ocorrência, efeitos na saúde humana através da alimentação e também a legislação 
associada, particularizando posteriormente a patulina, micotoxina alvo deste trabalho. 
Na seção da determinação analítica de micotoxinas são referenciadas as metodologias 
utilizadas na determinação das micotoxinas em alimentos, nomeadamente a extração em 
fase sólida (SPE) e a cromatografia líquida de alta performance (HPLC). Atendendo que 
o interesse deste trabalho se foca na alimentação humana é referenciada por fim a 
digestão humana e a aplicação em modelos in vitro para o estudo de bioacessibilidade, 
método base neste trabalho. Os objetivos deste trabalho são apresentados após a 
introdução num subcapítulo específico.  
Os Materiais e Métodos, incluem a caracterização das amostras estudadas, os 
materiais e métodos utilizados ao longo deste estudo para a determinação da patulina e 
estudos da sua bioacessibilidade incluindo os modelos de digestão in vitro usados e 
análise estatística dos resultados. 
 Página 15 de 124 
 
Os Resultados incluem os dados obtidos durante a execução prática do tema 
incluindo: Recuperação de patulina - estabilidade da patulina, influência do método de 
extração, influência da digestão e presença/ausência de refeição, variações intra- inter- 
amostras -; Efeito da matriz alimentar na bioacessibilidade de patulina – esparguete à 
bolonhesa, guisado de borrego e bolacha maria – por fim, a comparação dos modelos in 
vitro de adulto e infantil. 
A Discussão e perspetivas futuras onde é feita uma apreciação global do trabalho 
onde se discute os resultados obtidos em cada experiência comparando-os sempre que 
possível com resultados de outros autores. É ainda feita uma abordagem a aspetos a 
melhorar para estudos posteriores. 
As referências bibliográficas deste trabalho foram organizadas segundo as regras 
para redação de manuscritos da revista ‘Journal of Toxicology and Environmental 
Health Sciences’. 
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Organismos produtores, caracterização química e carcinogénica 
Os fungos têm a capacidade de produzir substâncias farmacologicamente ativas 
que ao longo dos anos têm sido utilizadas para proveito dos humanos, como a penicilina 
por exemplo, um antibiótico com bastante importância na nossa saúde (Henk et al., 
2011). Por outro lado, estes organismos são também capazes de produzir outro tipo de 
substâncias com efeitos menos benéficos, as micotoxinas (Turner et al., 2009). Os 
fungos podem proliferar sob condições ambientais favoráveis de temperatura e 
humidade, produzindo metabolitos secundários denominados por micotoxinas, os quais 
podem entrar facilmente na cadeia alimentar através de alimentos contaminados e 
forragens, maioritariamente cereais (EFSA, 2013) assim como ser inalados ou 
absorvidos por via dérmica, produzindo graves problemas na saúde humana e animal.  
Os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium e 
Claviceps são os produtores das micotoxinas com maior impacte na saúde humana, 
nomeadamente, aflatoxinas (AFTs), ocratoxina A (OTA), patulina (PAT), fumonisinas 
(FUM), zearalenona (ZEN) e alguns tricotecenos incluindo o desoxinivalenol (DON), 
como se ilustra na Tabela 1 (Paterson & Lima, 2010). Estas toxinas podem encontrar-se 
em diferentes géneros alimentícios incluindo frutos, cereais, leite e derivados, vinho, 
café, entre outros. Segundo a IARC –  International Agency for Research on Cancer - 
existem cinco grupos para classificação de compostos em função do seu potencial 
carcinogénico em humanos (IARC, 2013), conforme se apresenta na Tabela 2. As 
micotoxinas podem ser agrupadas segundo a classificação da IARC, sendo as 
aflatoxinas as únicas com reconhecido potencial carcinogénico para os humanos 
fazendo assim parte do Grupo 1 à exceção da aflatoxina M1 (AFM1) que está inserida no 
Grupo 2B sendo considerada um possível carcinogénico tal como a ocratoxina A e as 
fumonisinas. A patulina está inserida no Grupo 3 não sendo classificável quanto à sua 
carcinogenicidade. As restantes micotoxinas ainda não estão classificadas sendo 
necessário uma abordagem mais detalhada e completa destas substâncias de modo a 
conhecer os seus efeitos na saúde e classificá-las segundo o risco carcinogénico que 
poderão induzir (IARC, 2013), como se mostra na Tabela 2. 
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Tabela 1 - Micotoxinas, fungos produtores e géneros alimentícios suscetíveis de 
contaminação (adaptado de Shephard 2008, Koppen et al, 2010, Paterson & Lima 
2010, IARC 2013) 
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Para além das micotoxinas referidas na Tabela 1, já foram identificadas centenas 
de micotoxinas que exibem grande variedade estrutural, o que resulta numa grande 
diversidade de propriedades físicas e químicas. A maioria destes compostos são 
quimicamente estáveis, sendo capazes de resistir aos métodos de processamento 
industrial podendo permanecer no alimento e vir a exercer efeitos tóxicos após o 
consumo pelos humanos e animais (FSA, 2010). Devido ao impacto negativo que têm 
na saúde humana, produtividade animal e no comércio internacional através dos 
alimentos, as micotoxinas têm sido alvo de atenção política, económica e científica 
(Paterson & Lima, 2010).  
Tabela 2 - Classificação dos agentes de acordo com o seu potencial carcinogénico 
em humanos segundo a IARC (IARC, 2013) 
Grupo Risco Agentes Classificados 
1 Carcinogénico Aflatoxina B1, B2, G1 e G2 
2A Provável Carcinogénico - 
2B Possível Carcinogénico Aflatoxina M1, Fumosinas B1, 
B2 e B3, Ocratoxina 
3 Não classificável quanto à sua 
carcinogenicidade 
Tricotecenos, Alcaloides de 
Ergot, Patulina 
4 Provavelmente não carcinogénico - 
 
Ocorrência, legislação e efeitos na saúde humana 
Existem zonas do globo mais suscetíveis a uma exposição mais frequente às 
micotoxinas que outras. Os países menos desenvolvidos, que carecem de um 
manuseamento e armazenamento cuidado e seguro dos alimentos, estão associados a 
debilitações nutricionais e não existem regulamentos com a finalidade de proteger a 
saúde das populações. Nos países considerados desenvolvidos, os alimentos existem em 
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quantidade suficiente e existe legislação que obriga o controlo dos níveis de toxinas 
presentes nos alimentos zelando desta forma a saúde das populações (Alvito P., 2014). 
Estudos realizados no âmbito da ocorrência de micotoxinas em alimentos 
consumidos por humanos mostraram que existe um potencial risco, não só da presença 
de apenas uma micotoxina, mas da possibilidade de co-ocorrência de mais que uma 
micotoxina. Segundo o estudo efetuado por Tavares e colegas (2013) onde se 
analisaram os possíveis efeitos carcinogénicos da combinação de duas micotoxinas, 
aflatoxina M1 e ocratoxina A, foi verificada a existência de uma interação entre estas, o 
que alerta para a importância do estudo da ação singular das micotoxinas e também da 
sua ação conjunta (Tavares et al. 2013).   
Existem diversas instituições e organizações internacionais como a Comissão 
Europeia (CE), Agência Americana para o Controle de Alimentos e Produtos 
Farmacêuticos (FDA), Organização Mundial de Saúde (OMS) e a Organização das 
Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação (FAO) que reconheceram a existência 
de um potencial risco associado ao consumo de alimentos e rações contaminados por 
micotoxinas na saúde humana e animal, tendo sido elaborada legislação que visa 
estabelecer limites para os diferentes grupos de micotoxinas e para algumas micotoxinas 
em particular. 
A FDA - Food and Drug Administration, organização americana que 
supervisiona os produtos médicos e alimentícios (FDA, 2014), determina o nível de 
exposição que garante a existência de uma margem de segurança adequada em relação à 
ocorrência deste tipo de efeitos adversos conhecidos na saúde humana. Através de 
estudos experimentais realizados em animais, é possível determinar esses níveis de 
exposição nos quais se determina a dose mais elevada que não produz efeitos adversos, 
o NOAEL (No-Observed–Adverse-Effect-Level), que é multiplicado por um fator de 
segurança de 100. Este cálculo conduz à estimativa do valor da dose diária tolerável 
provisória, PTDI (Provisional Tolerable Daily Intake) ou da dose semanal admissível 
provisória, PTWI (Provisional Tolerable Weekly Intake). Estas doses correspondem a 
valores limite de ingestão diária ou semanal e são expressas como o número de 
miligramas do composto por kilograma de peso corporal que podem ser consumidos 
pelo indivíduo, por dia ou semana, durante toda a vida, sem apresentarem riscos 
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consideráveis para a saúde do ser humano com base nos conhecimentos atuais (WHO, 
1995; FSA, 2014). 
A União Europeia possui legislação que estabelece os limites máximos para os 
principais grupos de micotoxinas. O Regulamento Nº 1881/2006 de 19 de Dezembro 
tem por objetivo proteger a saúde pública, mantendo os contaminantes a níveis que 
sejam aceitáveis do ponto de vista toxicológico para o que fixou teores máximos de 
certos contaminantes para alguns géneros alimentícios e estabelecendo os níveis 
máximos para as micotoxinas: aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 e M1), ocratoxina A, toxinas 
Fusarium (DON e ZEA), patulina e fumunisinas (B1 e B2, HT-2 e T-2) (Comissão 
Europeia, 2006). Esta legislação, seguida nos Estados Membros, estabelece ainda teores 
máximos para garantir a proteção da saúde de lactentes e crianças jovens que 
constituem um grupo de risco mais vulnerável em relação a outros grupos etários. 
Tendo em conta os diferentes níveis de toxicidade das micotoxinas, os valores 
permitidos nos alimentos também variam (Comissão Europeia, 2006). 
A ingestão de alimentos contaminados com micotoxinas pode conduzir ao 
aparecimento de micotoxicoses que se manifestam de forma aguda ou crónica. Os 
efeitos agudos estão associados à exposição a níveis elevados de micotoxinas e 
caracterizam-se por uma resposta rápida como estados de auto-imunidade e alergias 
(Etzel R., 2006). Os efeitos crónicos estão associados a uma exposição recorrente ou 
prolongada a doses reduzidas, podendo causar efeitos carcinogénicos, mutagénicos, 
nefrotóxicos (atrofia no sistema renal), estrogénicos (perturbações no sistema 
reprodutor) (CAST, 2003; Barug et al., 2006), imunotóxicos (Paterson & Lima, 2010) 
entre outros. Quando as micotoxinas interferem com o sistema imunitário humano, o 
seu efeito torna-se mais grave uma vez que o organismo fica suscetível a outras doenças 
nomeadamente, infeciosas oportunistas. Cada micotoxina tem um efeito específico no 




Em virtude de ser alvo deste estudo, será apresentado uma seção especifica 
relativa a esta micotoxina. 
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A patulina (PAT), ou 4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]piro-2(6H)-ona, é uma 
micotoxina incluída no grupo das lactonas, e é produzida por géneros de fungos como 
Penicillium sp., Aspergillus sp. e Byssochlamys sp., que podem contaminar diversos 
alimentos, em particular a maçã e produtos derivados (Marin et al., 2013). As maçãs 
contaminadas por estes fungos apresentam um bolor azul característico, constituído pelo 
fungo e pela micotoxina (Baert et al., 2007a, Brandon et al., 2012).  
A principal fonte de exposição humana à patulina reside na ingestão de produtos 
à base de maçã ou outros frutos (sumos, purés ou derivados) produzidos industrialmente 
ou artesanalmente, usando fruta deteriorada resultando num alimento contaminado 
(Leggott & Shephard, 2001; Baert et al., 2007b; Barreira et al., 2010). O crescimento 
dos fungos produtores de patulina é influenciado pela temperatura, apresentando maior 
produção entre os 4 e os 25ºC. A patulina é resistente ao calor, no entanto, degrada-se 
durante o processo de fermentação alcoólica (Brandon et al., 2012; Raiola et al., 2012a). 
Esta micotoxina apresenta uma forte afinidade para os grupos sulfidrilo o que explica a 
sua atividade inibitória em muitas enzimas (Marin et al., 2013).   
Num estudo realizado em sumos e purés comercializados em Portugal, foi 
possível verificar que os níveis de patulina se encontram abaixo dos níveis 
regulamentados para alimentos à base de maçã destinados a lactentes e crianças jovens 
(10 µg/kg) e para sumos de fruta (50 µg/kg) o que demonstra que a qualidade destes 
produtos é aceitável (Barreira, 2010). Baert e colaboradores (Baert et al., 2005). 
verificaram que a exposição das crianças belgas a esta micotoxina através do consumo 
de alimentos à base de maçã, atingiu ou excedeu a dose diária admissível máxima 
provisória, PMTDI (Provisional maximum tolerable daily intake). 
Estes trabalhos revelam a importância de reforçar o número de estudos sobre os 
efeitos tóxicos desta micotoxina, nomeadamente em crianças com idade inferior a um 
ano, por forma a estimar o risco de exposição destas crianças a esta micotoxina 
atendendo a que os alimentos infantis, em especial à base de maçã, correspondem a 
cerca de 23% da sua dieta (Brandon et al., 2012). De igual forma é fundamental a 
assegurar a qualidade das maçãs que são utilizadas no processamento de produtos 
derivados por forma a reduzir o risco de contaminações por patulina. 
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Diferentes estudos de toxicidade em ratos, revelaram que esta toxina possui 
capacidade genotóxica, mutagénica, imunossupressora e neurotóxica. No entanto, não 
se obteve nenhum resultado conclusivo relativamente à sua carcinogenicidade em 
humanos, pelo que a IARC a incluiu no grupo 3 juntamente com outros compostos para 
os quais não existe evidência de efeitos carcinogénicos para os humanos (IARC, 1998).  
Os diferentes grupos etários respondem de forma diferente aos efeitos desta 
micotoxina atendendo ao seu desenvolvimento fisiológico. Os lactentes e crianças 
jovens são um grupo particularmente vulnerável e que está mais exposto à 
contaminação com patulina devido à relação de baixa massa corporal e ao elevado 
consumo de produtos alimentícios à base de maçã quando comparados com os adultos 
(Barreira et al., 2010; Brandon et al., 2012). Segundo o Regulamento (CE) 1881/2006 
que fixa os teores máximos de contaminantes para os alimentos, é estipulado o valor de 
10 µg/kg para a patulina em alimentos destinados a lactentes e crianças jovens 
(Comissão Europeia, 2006a).  
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1.2- Determinação analítica de micotoxinas 
Preparação das amostras 
Na análise de amostras contaminadas com micotoxinas, a preparação da amostra 
engloba geralmente procedimentos de extração e purificação antes da deteção e 
quantificação final (Shephard 2008; Turner et al., 2009; Koppen et al., 2010). Na análise 
cromatográfica a preparação da amostra tem por objetivo transferir o analito em estudo 
da matriz original para uma forma mais adequada que seja compatível com o sistema 
analítico, reduzir ou eliminar interferentes da matriz que possam influenciar o resultado 
final e concentrar o analito de forma a obter uma concentração adequada ao sistema de 
medição (Supelco, 2013).  
 As técnicas de preparação de amostras utilizadas para a análise de micotoxinas 
em alimentos são baseadas principalmente em técnicas de extração líquido-líquido - 
LLE (MacDonald et al., 2000) e na extração em fase sólida - SPE (Boonzaaijer et al., 
2005; Spadaro et al., 2007; Krska et al., 2008) antes da análise por cromatografia 
líquida de alta e/ou ultra pressão – HPLC e/ou UPLC. 
 
1.2.1- Cromatografia 
A cromatografia é um termo que designa não um método mas um conjunto de 
métodos que permitem separar e identificar componentes de uma mistura (Simões et al., 
2003). A separação destes componentes resulta então das diferenças nas velocidades dos 
componentes arrastados pela fase móvel (solvente líquido ou gasoso), dadas as 
diferentes interações com a fase estacionária (sólida ou líquida aderente a um meio de 
suporte poroso) (Pombeiro, 1983).  
Em 1903, o botânico russo Mikhail S. Tsvet, considerado fundador da 
cromatografia, apresentou o seu primeiro trabalho sobre a técnica que consistiu na 
separação de pigmentos de folhas. Esta técnica veio a ser conhecida mais tarde como 
cromatografia líquida de adsorção (Scott, 2012). Os vários métodos cromatográficos 
podem ser classificados atendendo à natureza do processo de distribuição e sub-
classificados segundo o estado físico das fases móvel e estacionária (líquido, sólido ou 
gasosa) (Pombeiro, 1983; Simões, et al., 2003). 
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Cromatografia Líquida 
A cromatografia líquida consiste numa fase móvel líquida e num suporte sólido 
que pode estar distribuído sobre uma superfície plana (cromatografia planar), ou no 
interior de uma coluna (cromatografia em coluna). Na cromatografia líquida em coluna, 
o solvente flui através da coluna arrastando as partículas que não são adsorvidas à fase 
estacionária. A cromatografia líquida em coluna permite que o fluxo da fase móvel 
ocorra por ação da gravidade ou através da pressão aplicada por uma bomba, como 
ocorre através do sistema de alta precisão (Scott, 2012). 
 As amostras a serem analisadas devem ser purificadas e dissolvidas antes de 
colocadas num aparelho mais sensível a partículas de dimensões mais reduzidas (<10 
microns) como a cromatografia líquida de alta precisão, HPLC, ou ainda a 
cromatografia líquida de ultra precisão, UPLC, com uma sensibilidade ainda maior 
(Koppen et al., 2010; Waters, 2013).  
 
1.2.2 - Extração em Fase Sólida (SPE) – Purificação Amostras 
A extração em fase sólida – SPE, é uma técnica utilizada para a rápida e seletiva 
preparação e purificação de uma amostra líquida através de uma fase estacionária sólida 
(resina ou absorvente) antes de se proceder à análise cromatográfica. A técnica de SPE 
permite aumentar o tempo de vida de um sistema cromatográfico e melhorar a análise 
qualitativa e quantitativa graças à remoção de interferentes e concentração da amostra 
(Krska et al., 2008; Barreira et al., 2010; Koppen et al., 2010; Sigma, 2014). 
O SPE é uma cromatografia líquida-sólida em coluna e é baseada nos princípios 
da cromatografia líquida onde a amostra é introduzida numa coluna ou cartucho que 
contem na sua composição partículas apropriadas ou outras formas de material 
cromatográfico compactado. O solvente - fase móvel- flui através da coluna. Através da 
combinação apropriada entre a fase móvel e a fase estacionária, os componentes da 
amostra passam diretamente através da coluna (gel) ou ficam seletivamente retidos 
(Sigma, 2014).  
Na técnica de SPE são usualmente utilizadas colunas ou cartuchos constituídas 
por um plástico ou vidro resistente ao solvente. A utilização de cartuxos na técnica de 
SPE tem várias vantagens: baixo custo, maiores recuperações, protocolos rápidos, maior 
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segurança (menor exposição a agentes tóxicos), maior precisão e ausência de problemas 
de emulsão (Waters, 2013). 
Pectinase 
A pectinase é uma enzima utilizada para clarificar sumos de maçã turvos e purés 
para auxiliar na extração da patulina (r-biopharm, 2012). A função é quebrar ou 
transformar a molécula de pectina. A pectina é uma substância que auxilia na 
estabilidade das paredes celulares das plantas. A adição desta enzima permite a 
clarificação dos sumos de fruta ou vegetais melhorando os resultados da extração, no 
entanto é um passo experimental opcional (GMO, 2010: Sagu et al., 2014).  
 
1.2.3- Cromatografia Líquida de Alta Precisão – HPLC 
 A cromatografia líquida de alta precisão é das ferramentas mais utilizadas na 
química analítica pois tem a capacidade de separar, identificar e quantificar 
componentes presentes em qualquer amostra que possa ser dissolvida. Compostos com 
concentrações vestigiais na podem ser facilmente detetadas com recurso a este método 
(Krska et al., 2008; Koppen et al., 2010; Waters, 2013). A alta pressão aplicada por uma 
bomba, força a fase móvel líquida a migrar através da coluna (Simões et al., 2003). Esta 
técnica permite a separação de componentes de uma amostra com elevada resolução e 
em tempos relativamente curtos (minutos a uma hora). A técnica de HPLC, devido às 
suas características, é bastante utilizada para determinação de compostos em amostras 
de produtos alimentares, farmacêuticos, cosméticos, amostras forenses, químicos 
industriais, matrizes ambientais e nutracêuticos (Waters, 2013).   
 Os modos de eluição do HPLC podem ser por gradiente onde a composição da 
fase móvel varia ao longo do tempo, ou isocrático onde a composição se mantém 
constante ao longo do tempo de corrida (Barreira, 2009). O injetor, injeta a amostra no 
fluxo contínuo da fase móvel que a transporta até ao interior da coluna de HPLC que 
contém uma fase estacionária, essencial para a separação dos componentes da amostra 
(Waters, 2013). As colunas utilizadas neste tipo de cromatografia podem variar em 
dimensão, diâmetro e enchimento consoante o tipo de material que se pretende analisar. 
Pode ser utilizada ainda uma pré-coluna que tem como finalidade reter compostos 
indesejáveis, funcionando como um filtro. Para ser possível detetar a presença de um 
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composto, é necessário a existência de um detetor constituído por uma célula de fluxo 
que pode ser ultravioleta, no caso de o composto absorver radiação UV; fluorescente, se 
o composto fluorescer ou ainda universal como o ELSD, evaporative-light-scattering 
detector (Krska et al., 2008; Shephard 2008; Koppen et al., 2010). É possível utilizar 
mais que um detetor em simultâneo o que permite resultados mais informativos e claros 
(Waters, 2013).  
Os tipos de separação utilizados nas técnicas de HPLC, baseiam-se nas 
características químicas dos compostos utilizados, nomeadamente a polaridade (atração 
ou repulsa de moléculas, por exemplo uma fase estacionária e uma fase móvel com 
polaridades opostas, os compostos presentes na amostra irão competir por diferentes 
polaridades), a carga elétrica (força acídica ou alcalina dos iões e capacidade de 
atrair/repelir iões) e o tamanho molecular (fase estacionária sintetizada com poros de 
diferentes dimensões). Na separação por polaridade, quanto mais atraído for um 
composto à fase estacionária, mais lento vai ser o seu arrastamento pela fase móvel, o 
oposto ocorre quando o composto é fortemente atraído pela fase móvel, sendo o mais 
rápido a eluir. Os mecanismos de retenção utilizados podem ser de fase normal com a 
fase estacionária polar e a fase móvel apolar ou, de fase reversa com as fases 
estacionária e móvel ao inverso da retenção normal. A fase reversa é atualmente a mais 
utilizada devido à sua reprodutibilidade (Pombeiro, 1983; Barreira, 2009; Waters, 
2013).  
Um cromatograma é a representação da separação química que ocorreu no 
sistema de HPLC. Da linha de base surgem uma série de picos ao longo de um eixo 
temporal, cada pico representa a resposta do detetor a um composto diferente. Cada 
eluente tem uma localização específica medida com base no tempo entre o momento da 
injeção e o pico máximo. Por comparação de cada tempo de retenção para cada pico da 
amostra a uma referência padrão, o cromatografo é capaz de identificar cada 
componente. As informações fornecidas pelo detetor permitem calcular a concentração 
de cada componente na amostra, quanto mais concentrado estiver o analito mais forte 
será o pico e maior será a área do pico (Waters, 2013). 
A técnica de HPLC permite ainda realizar a purificação de compostos numa 
amostra, recolhendo os analitos individualmente à medida que vão sendo eluídos da 
coluna, esta particularidade denominada de cromatografia preparativa. Esta técnica 
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permite assim a realização da purificação, quantificação e identificação de compostos 
(Barreira et al., 2010; Waters, 2013). 
 
1.2.4- Outros métodos analíticos 
Existem outros métodos analíticos para a quantificação das micotoxinas em 
alimentos para além do HPLC-UV ou HPLC-FL, nomeadamente o LC-MS 
(espectrometria de massa) e a cromatografia gasosa acoplada a vários detetores como de 
ionização de chama, de captura eletrónica ou de massa. Como estes métodos são 
geralmente dispendiosos existem outros que foram desenvolvidos para serem de 
execução simples como é o caso do método ELISA, ‘enzyme-linked immunosorbent 
assay’ utilizado no rastreio de micotoxinas em diferentes tipos de alimentos (WHO, 
1995; Barreira et al., 2010). Estes métodos permitem um aumento da seletividade, 
eficiência e eficácia na determinação de micotoxinas em diferentes matrizes. 
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1.3- Digestão Humana 
Conceitos gerais 
Após a ingestão, o alimento é desintegrado no trato gastrointestinal num 
processo denominado por digestão. Os macronutrientes (proteínas, lípidos e 
carbohidratos) são transformados por processos físicos – mecânicos-, e químicos – 
sucos digestivos-, em moléculas mais pequenas, biologicamente ativas que são 
absorvíveis pelas células do nosso organismo. A digestão é o passo fundamental para a 
distribuição de compostos que irão exercer efeitos benéficos e/ou deletérios no 
organismo humano (Tortora & Derrickson, 2009; Ménard et al., 2014). 
A fisiologia do processo digestivo varia entre indivíduos e é influenciada por 
diversos fatores como o tipo de alimentos, quantidade de refeição e desenvolvimento 
fisiológico individual. Numa pessoa adulta saudável este processo demora cerca de 24 a 
72 h (González-Arias et al., 2013).  
A ingestão de alimento conduz a diversas mudanças no trato gastrointestinal: 
aumento da secreção de ácido gástrico, bílis e sucos pancreáticos; modificação dos 
padrões de motilidade gástrica e intestinal e ainda alterações no fluxo de linfa e sangue 
visceral (Versantvoort et al., 2004). 
O volume dos fluidos disponíveis no trato gastrointestinal para que um composto 
se dissolva é dependente do volume de secreções e fluxo de água ao longo da parede do 
tubo digestivo. No total, cerca de 6 litros de secreções são necessárias por dia para a 
normal digestão dos alimentos, 1 litro de saliva, 2 litros de suco gástrico, 2 litros de 
suco pancreático e 1 litro de bílis (Tortora & Derrickson, 2009). Em adição, o intestino 
ainda secreta cerca de 1 a 2 litros de muco protetor das células epiteliais e que melhora 
o contacto entre o conteúdo luminal e as células para melhor absorção. No total o 
intestino delgado absorve entre 7 a 8 litros de fluido por dia, sendo que apenas 1,5 litro 
atinge o colón onde se dá a reabsorção de 1,3 litros, o restante faz parte da formação do 
quilo (Versantvoort et al., 2004). 
O estudo da cinética da digestão e da digestão do bolo alimentar é possível 
através da monitorização dos componentes do bolo no trato gastrointestinal. Existem 
componentes físicos (alimento líquido ou sólido) e químicos (nutrientes) que podem ser 
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monitorizados. O bolo alimentar por si só pode ser analisado como uma entidade física 
por métodos de imagem (ressonância magnética e ecografia), mas também pode ser 
analisado mais minuciosamente por métodos indiretos como a deteção de nutrientes na 
circulação sanguínea por exemplo. A análise integrada destes parâmetros é necessária 
para a compreensão da digestão de diferentes matrizes alimentares (Barbé et al., 2013). 
De uma forma simplificada, pode dizer-se que ocorrem três fases principais no 
processo digestivo: a fase oral que ocorre na boca, a fase gástrica no estômago e fase 
duodenal no duodeno, como a seguir se detalha. 
Fase Oral: Saliva 
Na fase oral ocorre a mastigação e deglutição do alimento formando o bolo 
alimentar. O alimento é colocado no interior da cavidade bocal, mastigado e envolvido 
pela saliva produzida pelas glândulas salivares. A produção de saliva é estimulada pelo 
paladar, mastigação e texturado alimento. A composição da saliva é dependente da taxa 
de fluxo a que é produzida: quanto maior a estimulação maior a concentração de sódio, 
cálcio, cloro, bicarbonato e α-amílase enquanto as concentrações de fosfato e mucina 
diminuem, já a concentração de potássio mostra pouca alteração (Versantvoort et al., 
2004). O valor do pH no interior da cavidade bocal é de aproximadamente 6,8 e o tempo 
de digestão neste compartimento é em média de 5 min, sendo esta a fase digestiva de 
menor duração (Versantvoort et al., 2005). 
Fase Gástrica: Suco Gástrico, Esvaziamento e pH 
Depois de mastigado e engolido, o alimento é empurrado pelo esófago através de 
movimentos peristálticos (contrações da musculatura lisa ao redor do tubo) até ao 
estômago. No estômago ocorre a digestão do bolo alimentar por ação da pepsina que 
quebra as proteínas e o ácido gástrico que auxilia na digestão dos triglicéridos, assim 
forma-se o quimo que segue posteriormente para o duodeno. O esvaziamento gástrico é 
determinado por três fatores: o volume da refeição, a pressão osmótica e o conteúdo 
calórico do alimento. As taxas de esvaziamento para alimentos ricos em gordura, 
carbohidratos e proteínas são reguladas para que o número de calorias distribuído ao 
duodeno seja igual ao longo do tempo (2 kcal/min). O valor do pH gástrico em 
condições de jejum varia entre 1,5 e 2 e quando se dá o contacto com o alimento 
aumenta temporariamente para 3 até 7. Durante o esvaziamento, o pH vai diminuindo 
gradualmente até que o valor inicial seja restabelecido (Versantvoort et al., 2004; 
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Tortora & Derrickson, 2009). Um alimento fluido geralmente demora 10 a 60 min. a 
sair do estômago para o duodeno. Alimentos sólidos, dependendo da sua concentração 
calórica, variam de 60 a 277 min. (Versantvoort et al., 2004). 
Fase Duodenal: Bílis, Suco Pancreático, tempo de residência e pH 
Na fase duodenal dá-se a conversão do quimo, vindo do estômago, a quilo. A 
bílis é essencialmente produzida no fígado e a sua secreção é estimulada pela presença 
de gorduras (lípidos) no duodeno e depende da quantidade e tipo de gorduras. A 
vesícula biliar só se enche de bílis quando o estomago se encontra quase vazio. Com a 
entrada de gorduras (lípidos) no duodeno, a vesícula biliar contrai-se e ocorre um pico 
de concentração de bílis. Ao longo do tempo vai ocorrendo uma diminuição constante 
desta concentração, proporcional à quantidade de gorduras ainda presentes por lisar 
(fragmentar) (Versantvoort et al., 2004; Tortora & Derrickson, 2009). 
Os sucos pancreáticos são secretados em resposta à presença de quimo semi-
sólido no duodeno. Ocorre a secreção de bicarbonato que neutraliza a quantidade de 
ácido que entra no duodeno, enquanto as enzimas iniciam a digestão dos três principais 
tipos de alimento (proteínas, hidratos de carbono e lípidos) (Versantvoort et al., 2004; 
Tortora & Derrickson, 2009). 
O período médio de trânsito intestinal no intestino delgado é de 3 horas (varia de 
1 a 6 horas) (Malagelada et al., 1984 in Versantvoort et al., 2004). Os valores do pH no 
intestino delgado aumentam gradualmente entre o duodeno e o ilium de 5,5 a 7,5. Após 
a ingestão do alimento o pH no duodeno é inferior, 5 a 5,5 quando comparado com o 
valor em jejum, cerca de 6. No entanto, no jejunum não se verifica grandes diferenças 
no pH após a ingestão de alimento, 6 a 6,5 (Tortora & Derrickson, 2009). 
 
1.3.1- Noção de Bioadisponibilidade e Bioacessibilidade  
A quantidade total de contaminante ingerido (dose externa) nem sempre reflete a 
quantidade que está disponível no organismo (dose interna), apenas uma certa 
quantidade está biodisponível. Ou seja, apenas uma proporção do contaminante que é 
ingerido irá atingir a circulação sistémica podendo exercer o seu efeito tóxico. 
Dependendo do tipo de preparação, processamento e fonte do alimento, a 
biodisponibilidade dos componentes presentes poderá ser diferente, pelo que em 
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alimentos com a mesma quantidade de contaminantes na sua matriz alimentar, em 
determinadas condições poderá exercer efeito tóxico enquanto noutra matriz alimentar a 
mesma quantidade poderá não causar qualquer efeito (Versantvoort et al., 2005). 
A biodisponibilidade de um determinado composto pode ser considerada como 
resultado de três processos: 
1- Libertação do composto da sua matriz por ação do suco digestivo no trato 
gastrointestinal – bioacessibilidade; 
2- Transporte através do epitélio intestinal pela veia Porta – transporte intestinal; 
3- Degradação do composto no fígado e intestino – metabolismo. 
Para um contaminante estar biodisponível no organismo, é necessário que este se 
liberte do alimento ingerido através do processo digestivo ao longo do trato 
gastrointestinal. Apenas uma fração que é libertada da matriz alimentar ficará 
disponível, bioacessível, para absorção. O contaminante poderá ser em parte degradado 
ou transportado através do epitélio intestinal, sendo posteriormente degradado no fígado 
consoante as suas características específicas. A biodisponibilidade pode ser encarada 
assim como a consequência da bioacessibilidade, absorção e metabolismo (Versantvoort 
et al., 2004, 2005; González-Arias et al., 2013).  
A determinação da bioacessibilidade que um contaminante tem numa 
determinada matriz alimentar pode ser considerada como um indicador para a 
biodisponibilidade máxima desse contaminante (Versantvoort et al., 2005). 
 
1.3.2- Modelos de Digestão in vitro 
Apesar da relevância fisiológica que têm, os ensaios in vivo nem sempre podem 
ser realizados devido a questões éticas, constrangimentos técnicos, custo e à grande 
variabilidade inter-individual. Por forma a ultrapassar estas dificuldades, uma forma 
alternativa de realizar estes estudos é recorrer aos sistemas in vitro (Hur et al., 2011; 
Ménard et al., 2014; Assunção et al., 2014). 
A quantificação da biodisponibilidade e bioacessibilidade de um composto é um 
processo complexo. No sentido de poder quantificar estes dois parâmetros, foram 
desenvolvidos modelos de digestão in vitro que simulam, de uma forma mais ou menos 
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simplificada, o processo digestivo na boca, estômago e intestino delgado. Esta 
metodologia veio permitir estimar os efeitos das matrizes alimentares na 
biodisponibilidade de determinados contaminantes. A simulação do processo digestivo 
consiste na mimetização das condições fisiológicas no humano, ou seja, composição 
química dos fluídos, pH e períodos de incubação em cada compartimento (Versantvoort 
et al., 2005).  
Os ensaios in vitro concebidos para a digestão consistem numa sucessão de 
biorreações que recriam o ambiente nos diferentes compartimentos do trato digestivo 
por onde o alimento passa. Em cada compartimento (boca, estomago e duodeno) as 
condições de pH, temperatura, força iónica e concentrações enzimáticas são recriadas e 
ajustadas. Estes modelos são simples e fáceis de usar mas, no entanto, não são 
fisiologicamente realistas uma vez que é extremamente complicado recriar todas as 
condições complexas existentes no trato gastrointestinal. As condições bioquímicas 
transientes, as enzimas utilizadas (geralmente de origem não-mamífera), as 
concentrações enzimáticas e iónicas, o fluxo do alimento através dos diferentes 
compartimentos e ainda o microbiota existente no organismo, são exemplos de fatores 
fisiológicos que são complicados de simular em laboratório mas que têm sido estudados 
por forma a desenvolver modelos de digestão cada vez mais fiáveis (Guerra et al., 2012; 
Kopf-Bolanz et al., 2012; Meca et al., 2012). São ainda de considerar outros fatores 
como os parâmetros individuais, estado fisiológico e patológico de cada pessoa difíceis 
de recriar nos modelos digestivos. Relativamente à matriz alimentar há que ter em conta 
os constituintes da matriz, a sua estrutura, o processamento pelo organismo e o seu 
comportamento em estados de jejum ou abstinência, Figura 1 (Guerra et al., 2012). 
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Figura 1 - Parâmetros que influenciam o sistema gástrico e duodenal (SGD) em 
estudos de nutrição e saúde (adaptado de Guerra et al., 2012) 
 
Modelos estáticos 
Por forma a aproximarmo-nos da realidade fisiológica, têm sido desenvolvidos 
sistemas de digestão in vitro, estáticos e dinâmicos. Os modelos estáticos simulam, de 
uma forma simplificada, o processo digestivo na boca, estômago e intestino delgado 
omitindo processos fisiológicos como os movimentos peristálticos ou a existência da 
microbiota intestinal (Gonzalez-Arias et al., 2013). Associado ao estudo das 
micotoxinas, um dos modelos estáticos utilizados é o desenvolvido por Gil-Izquierdo e 
colaboradores (Gil-Izquierdo et al., 2002) que consiste em apenas dois passos 
sequenciais: uma ação inicial conjunta da saliva, pepsina e ácido clorídrico que simula a 
digestão na boca e estômago, e uma segunda digestão por ação dos sais biliares e 
pancreatina que simulam as condições no duodeno. O modelo estático de digestão in 
vitro mais vulgarmente utilizado, conhecido como modelo RIVM, descreve um 
procedimento de três passos (boca, estômago e intestino delgado), conforme se ilustra 
na Figura 2. Uma vez que os processos de digestão e absorção dos componentes dos 
alimentos ocorrem essencialmente a nível do intestino delgado, o intestino grosso não é 
considerado neste modelo (Versantvoort et al., 2005; González-Arias et al., 2013). Este 
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modelo tem sido amplamente utilizado em vários estudos para simular o trato 
gastrointestinal humano (Brandon et al., 2006; Kabak et al., 2009; Versantvoort et al., 
2004, 2005) 
 
Figura 2- Representação- esquemática das condições experimentais de um modelo 
de digestão in vitro de três etapas que simula o processo digestivo de um alimento 
na boca, estômago e intestino delgado (adaptado de Versantvoort, et al., 2005; 
InfoEscola, 2013). 
 Nestas condições o processo de digestão é simulado com a adição da quantidade 
de alimento a ser digerido, 4,5 g para uma quantidade de sucos de 6 ml saliva, 12 ml 
gástrico, 12 ml duodenal, 6 ml bílis. Cada um dos sucos é constituído por uma 
componente inorgânica, orgânica e enzimática característica. No final da digestão a 
amostra digerida é extraída e analisada (Versantvoort et al., 2005). 
Os modelos dinâmicos, de uma forma mais sofisticada que os modelos estáticos, 
permitem a regulação do pH, fluxos dinâmicos do alimento e da concentração das 
enzimas nos diversos compartimentos. No entanto, este sistema de digestão in vitro 
dinâmico apresenta custos mais elevados e carece de um manuseamento mais simples 
(Ménard et al., 2014).  
Digestão em crianças 
Atendendo às condições fisiológicas particulares encontradas em crianças, sabe-
se que são uma classe da população bastante vulnerável a contaminantes alimentares, 
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acrescentando também o fato de possuírem uma dieta alimentar restrita geralmente à 
base de produtos lácteos, cerais e vegetais, com um consumo superior relativamente à 
sua massa corporal, comparando aos adultos. Estes factos aumentam o risco de 
contaminação alimentar em crianças colocando em causa o seu estado de saúde, 
tornando importante a deteção de qualquer contaminante nos géneros alimentícios.  
De acordo com as recomendações pediátricas recentes, diversos alimentos não 
apresentam a composição nutricional mais ajustada às necessidades de desenvolvimento 
cognitivo e crescimento das crianças. Como tal têm sido desenvolvidas fórmulas que 
ajudam a satisfazer as necessidades nutricionais das crianças, podendo assim fornecer 
proteínas, cálcio, vitamina D e Ferro essenciais ao crescimento e desenvolvimento dos 
ossos e cognição. É importante que a criança tenha uma alimentação variada, 
equilibrada e um modo de vida saudável (Unicef, 2006; Alvito et al. 2010).  
Os sumos de fruta representam um tipo de alimento muito útil para satisfazer as 
recomendações sobre uma alimentação mais saudável, sendo uma forma prática de 
consumir fruta e vegetais (Lopéz-Nicolás et al., 2014). Este tipo de sumos são bastante 
consumidos por crianças e grande parte das vezes servem de acompanhamento à 
refeição.  
O modelo de simulação de digestão representado na Figura 2, mimetiza as 
condições encontradas no processo digestivo em adultos, pelo que existe a necessidade 
de desenvolver um simulador digestivo para crianças de modo a que seja possível obter 
resultados transponíveis para este grupo (Bourlieu et al., 2011). O processo digestivo 
infantil difere do adulto em diversos fatores fisiológicos. As alterações principais 
consistem na alteração de valores de pH, e na quantidade de determinadas enzimas: o 
pH do suco gástrico é alterado de 2 para 3; a quantidade de pepsina é reduzida de 1,25 g 
para 0,02 g, a pancreatina é reduzida de 4,5 g para 0,0005 g e a bílis é reduzida de 1,237 
para 0,03 g (Raiola et al., 2012b). 
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1.4- Objetivos 
Dada a vulnerabilidade das crianças a micotoxinas, a sua frequente ingestão de 
sumos ou produtos à base de maçã, e a necessidade de conhecer os valores reais de 
patulina que estarão disponíveis, após digestão, para exercer os efeitos tóxicos (dose 
interna), foram incluídas nesta dissertação os seguintes objetivos:   
i) Estudo da bioacessibilidade de patulina em amostras de sumos. Nesta etapa 
incluiu-se o estudo da (a) estabilidade da patulina ao longo do tempo, (b) 
método de extração da patulina, (c) aplicação do método de digestão e 
extração e (d) variação intra/inter amostras. 
ii) Análise do efeito da matriz alimentar na bioacessibilidade de patulina: 
influência de diferentes tipos de refeição (a) esparguete à bolonhesa e (b) 
guisado de borrego e (c) bolacha maria. 
iii) Estudo comparativo da digestão com os modelos in vitro de adulto e infantil 
Para confirmar que os resultados de bioacessibilidade de patulina são reais e que 
não ocorreu interferência de outros fatores externos como a estabilidade da própria 
toxina ao longo do tempo, a limitação das técnicas de extração na recuperação da 
toxina, a interferência do processo de digestão e a variabilidade entre amostras para o 
próprio e em dias diferentes, foram efetuados ensaios prévios sobre estas quatro 
componentes. Como a ingestão dos sumos poderá ocorrer em simultâneo com outros 
alimentos, nomeadamente de natureza sólida, foi estudada o efeito de diferentes 
matrizes sólidas, refeições, na bioacessibilidade dos sumos. Estes alimentos foram 
escolhidos com base na sua composição (vegetais, carnes, massas, cereais, etc.) e 
quantidade calórica, adequadas ao consumo infantil como refeições de homogeneizados 
de carne (esparguete à bolonhesa e guisado de borrego) e bolachas (sendo a bolacha 
maria a mais consumida habitualmente). Como a digestão nos adultos e crianças é 
diferente, foi efetuado um estudo comparativo da aplicação do mesmo método de 
digestão com a caracterização de cada tipo de população. 
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2- Materiais e Métodos 
2.1- Amostras 
Neste estudo foram utilizados 9 sumos de frutos (6 turvos e 3 límpidos) e 3 
refeições sólidas (uma de massa, uma de carne e uma de bolachas), devidamente 
identificados nas Tabelas 3 e 4, respetivamente. As amostras foram adquiridas em 
hipermercados na região de Lisboa entre Outubro de 2013 e Janeiro de 2014.  
A seleção dos sumos baseou-se na sua composição (presença de maçã entre 4 e 
100%) e natureza (turvo e límpido) como se apresenta na Tabela 3. A identificação dos 
sumos incluiu um código interno de entrada no laboratório e uma designação para 
facilitar a sua referência ao longo texto. A seleção das refeições sólidas baseou-se nos 
alimentos mais comuns potencialmente consumidos pelas crianças portuguesas segundo 
a autora e de acordo com o valor calórico das refeições (Versantvoort et al, 2005). 
Para os estudos de bioacessibilidade, todas as amostras de sumo foram 
contaminadas artificialmente com patulina para uma concentração de 200 µg/kg e 
mantidas congeladas a -20ºC durante o período de estudo de 5 meses. Seguidamente 
foram efetuados os ensaios de i) bioacessibilidade de patulina em sumos usando 4 
amostras: 8 Frutos, Tropical, Maçã e Maçã e Cenoura, ii) bioacessibilidade da patulina 
em sumos com diferentes refeições usando as amostras: Multifrutos1, Frutos Variados, 
Multifrutos2, 100% Maçã equilíbrio, cocktail jr. e Maçã-Cenoura com a refeição 
esparguete à bolonhesa e as amostras: 8 Frutos, Tropical, Maçã e Maçã e Cenoura com 
as refeições de guisado de borrego e bolacha maria; e iii) bioacessibilidade da patulina 
em sumos usando dois métodos diferentes de digestão in vitro (adulto e criança), usando 
4 amostras: 8 Frutos, Tropical, Maçã e Maçã e Cenoura. Nos ensaios de recuperação de 
patulina, os sumos foram fortificados após a sua digestão com e sem refeição. 
Os 6 sumos: Multifrutos1, Frutos Variados, Multifrutos2, 100% Maçã equilíbrio, 
Cocktail jr. e Maçã-Cenoura foram utilizados na determinação de bioacessibilidade de 
patulina na presença da refeição de esparguete à bolonhesa, e incluídos no âmbito da 
publicação ‘Applicability of in vitro Methods to Study Patulin Bioaccessibility and Its 
Effects on Intestinal Membrane Integrity’  (Assunção et al., 2014), Anexo 1 desta 
dissertação. As amostras utilizadas neste ensaio tiveram como critério de escolha a 
disponibilidade de armazenamento, variedade da composição e natureza dos sumos. 
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Tabela 3 – Identificação das amostras de sumo de frutos usadas no estudo da 
bioacessibilidade de patulina. 
Código 
interno 
Designação Composição Natureza 
246917 Multifrutos 1 Sumo de: ananás (44%), tangerina (18%), 
laranja (18%), manga (6%), maçã (5%), goiaba 
(5%), maracujá (2%), limão (1%), kiwi (1%) a 




Sumos de fruta (laranja, maçã, pera, ananás) à 
base de concentrado, vitamina C 
Turvo 
246920 Multifrutos 2 Sumo de: ananás (44%), tangerina (18%), 
laranja (18%), manga (6%), maçã (5%), goiaba 
(5%), maracujá (2%), limão (1%), kiwi (1%) a 
partir de concentrado 
Turvo 
- 100% Maçã 
Equilíbrio 
Sumo Maçã (100%), vitamina C Límpido 
- Cocktail Jr Sumo de maçã (58%), sumo de laranja (24%), 
sumo de morango (7%), puré de banana (7%), 
puré de manga (3%), sumo de framboesa (1%) 
Turvo 
250735 8 frutos Sumos de maçã, uva, laranja, ananás, maracujá, 
goiaba, alperce, manga e banana: à base de 
concentrados, antioxidante: ácido ascórbico. 
Turvo 
- Tropical Concentrado (85%) de ananás, laranja, maçã, 
maracujá, laranja, goiaba, manga, papaia, kiwi. 
Vitaminas: A, B6, C, D e E 
Turvo 
- Maçã Maçã (100%), vitamina C Límpido 
- Maçã e 
Cenoura  
Maçã (90%), Cenoura (10%), vitamina C Límpido 
- Sem código interno 
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Tabela 4 – Identificação das refeições sólidas usadas no estudo da bioacessibilidade 
da patulina  
Designação Composição 
Esparguete à bolonhesa Esparguete, carne picada, molho de tomate 
Guisado de Borrego Legumes 63.9% (batatas, cenouras, feijão verde, 
cebola, ervilhas), água de cozedura, borrego 8%, 
amido de milho, azeite 1.3% e sal. 
Bolacha Maria Açucares (3%), matéria gorda (lípidos) (1%), 
gorduras saturadas (1%), sal (0.73%) 
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2.2- Determinação de patulina por SPE- HPLC -UV 
2.2.1- Reagentes e soluções 
Para a extração e análise das amostras foram adquiridos os seguintes reagentes: 
acetato de etilo, n-Hexano e acetonitrilo para HPLC; etanol absoluto, 
hidrogenocabonato de sódio anidro, ácido acético glacial 100%, p.a.; ácido perclórico 
60% e  sulfato de sódio anidro p.a. e areia do mar purificada com ácido e calcinada,  
todos adquiridos na Merk (VWR, Portugal). A água utilizada era ultrapura com 
resistividade 18MΩ.cm-1 (Milli-Q da Millipore, Interface, Portugal). 
A micotoxina patulina, (4-hidroxi-4H-furo (3,2-c)pirano-2(6H)-ona), ≥ 98% 
(TLC), foi adquirida à Sigma-Aldrich (Dias de Sousa, Portugal). 
Soluções gerais  
 Solução NaOH 0,01 M: 4 g de NaOH diluídas em 100 mL de água ultrapura. 
Diluição de 1:100 desta solução em água ultrapura. 
 Ácido acético em acetato de etilo: 3 mL de ácido acético glacial 100% e 97 mL 
de acetato de etilo.  
 Ácido acético 0,2 %: 0,5 mL de ácido acético glacial diluídos em água ultrapura 
até 250 mL.  
 Água pH=4: água ultrapura ajustada para pH=4 com ácido acético 0,2%. A 
solução foi armazenada a 5 ± 3ºC. 
 Solução de hipoclorito de sódio a 1,3%: 2 L de hipoclorito de sódio a 2% 
adicionados a 1 L de água da torneira. 
Soluções de extração  
Solução de extração acetato de etilo-n-hexano (60+40, v/v): 180 mL de acetato 
etilo com 120 mL de n-hexano. A solução foi armazenada em frasco de vidro rolhado. 
Fases móveis 
Fase móvel para análise da patulina em HPLC: a 940 mL de água ultrapura 
foram adicionados 60 mL de acetonitrilo e 1 mL de ácido perclórico a 60%. A fase 
móvel foi filtrada através de uma membrana filtrante para soluções aquosas (tipo HV), 
47 mm diâmetro, poro 0,45 µm, usando o sistema de filtração ligado a uma bomba de 
vácuo. Após filtração a solução foi desgaseificada em banho ultra-sons. 
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Soluções de micotoxinas  
 Patulina, 200 mg/L: Reconstitui-se 5 mg de patulina em 25 mL de acetato de 
etilo.  
 Patulina, 10 mg/L: Evapora-se 1 mL da solução mãe de patulina em corrente de 
azoto e reconstitui-se o resíduo em 20 mL de acetato de etilo.  
 Padrão de fortificação: efetuar uma diluição de 1:10 da solução de patulina com 
10 mg/L. 
 Padrão de controlo 8 µg/L: Mede-se 40 µL de solução patulina 10 mg/L para um 
balão de 50 mL e perfaz-se com água pH=4.  
 Padrão de controlo 16 µg/L: Mede-se 80 µL de solução patulina 10 mg/L para 
um balão de 50 mL e perfaz-se com água pH=4. 
 Padrão de controlo 25 µg/L: Mede-se 125 µL de solução patulina 10 mg/L para 
um balão de 50 mL e perfaz-se com água pH=4. 
 Padrão de controlo 50 µg/L: Mede-se 250 µL de solução patulina 10 mg/L para 
um balão de 50 mL e perfaz-se com água pH=4. 
 Padrão de controlo 100 µg/L: Mede-se 500 µL de solução patulina 10 mg/L para 
um balão de 50 mL e perfaz-se com água pH=4. 
 
2.2.2- Extração e purificação por SPE 
Cerca de 10 g de amostra foram pesadas em replicado; no caso de amostras 
líquidas, a toma do ensaio deve ser de 10 mL por amostra, anotando também a massa. 
Em cada extração um dos replicados foi fortificado com 200 µl da solução padrão de 
fortificação 1 µg/mL e posteriormente homogeneizado no vortex durante 3 min para 
completa homogeneização. 
A cada um dos replicados foram adicionados 2 g areia, 15,0 g de Na2SO4, 2 g de 
NaHCO3 e 10 mL de solvente de extração, agitou-se vigorosamente e em seguida 
durante 5 min num agitador mecânico. A mistura foi posteriormente centrifugada a 
baixa velocidade (valor indicativo – 1850 rpm ou 300-400 g), durante 1 min, em que 2,5 
mL do sobrenadante são transferidos para um cartucho de extração em fase sólida 
(Strata SI – 1,55 µm, 70A, 500 mg/ 3 mL Phenomenex ®). O sobrenadante foi deixado 
eluir gota-a-gota (por ação da gravidade) para um tubo de vidro contendo 50 µL de ácido 
acético em acetato de etilo. A patulina foi eluida do cartucho de SPE com 3 mL de 
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solvente de extração e com o auxílio de uma bomba de vácuo. O eluído foi 
posteriormente evaporado no evaporador de corrente de azoto com banho de água 
Caliper ®, Turbovap LV, a 20 psi e 38 ± 2ºC, durante aproximadamente 20 min. O 
resíduo obtido foi diluído com 1 mL de água pH=4, com auxílio de agitação em vortex 
durante 3 min, para assegurar a completa dissolução da patulina. 
Previamente à análise, o extrato de patulina foi filtrado com filtros de seringa de 
PVDF (13 mm de diâmetro, poro 0,45 µm). 
Pectinase 
 Para avaliar a influência do método de extração foi realizado, antes da extração 
com SPE, uma extração adicional da patulina com pectinase em dois sumos diferentes 
(um turvo e outro límpido- 8 Frutos e Maçã respetivamente). Este passo foi adicionado 
apenas com a função de clarificar os sumos e assim facilitar a extração. Para o efeito foi 
recolhida uma amostra de 20 mL de sumo, antes da sua extração, à qual se adicionou 
150 µL de enzima e deixou atuar durante a noite. No dia seguinte a mistura foi 
centrifugada a 4000 rpm durante 5 min. De seguida prosseguiu-se com a extração 
normal. 
 
 2.2.3- Análise Cromatográfica 
Procedimento e determinação de patulina 
A análise por HPLC foi realizada com recurso ao aparelho Alliance modelo 
2695 da Waters ® com detetor ultra-violeta (Waters 2475). O software cromatográfico 
utilizado foi o Empower 2 e foi utilizada uma coluna analítica de HPLC, 250x4.6 mm x 
5 µm, Synergi Hydro-RP C18 com uma pré-coluna associada de 4x3 mm i.d. Hydro-RP 
C18 (Phenomenex ® Torrence, CA)  (Barreira et al., 2010; Martins, 2013). 
Para o procedimento analítico foram preparadas soluções que incluíam: ácido 
acético em acetato de etilo, ácido acético 0,2%, água pH=4, solução de extração acetato 
de etilo-n-hexano (60+40 v/v), fase móvel para HPLC, solução de NaOH 0,01 M, 
solução de hipoclorito de sódio a 1,3%, solução de patulina.  
A fase móvel foi constituída por água ultrapura, acetonitrilo e ácido perclórico. 
A fase móvel foi filtrada por ação de vácuo através de filtros de membrana (Millipore, 
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Molsheim, França) e colocada num banho de ultrassons (MXB6, Grant) para 
desgaseificar.  
As condições cromatográficas utilizadas para a deteção de patulina estão 
representadas na Tabela 5 e foram previamente estabelecidas de acordo com as 
condições descritas por Barreira e colaboradores, 2010 (Barreira et al., 2010). 
Tabela 5- Condições cromatográficas utilizadas na deteção de patulina. 
Parâmetro Condições cromatográficas 
Pré-coluna C18, Phenomenex 
Coluna cromatográfica Fase reversa, Synergi RP C18, Phenomenex 
Composição da fase móvel Água:Acetonitrilo:Ácido perclórico (94:6:1) 
Modo Isocrático 
Fluxo do eluente 1 mL/min 
Temperatura da coluna 25ºC 
Temperatura do amostrador 10ºC 
Detetor de díodos (UV) Comprimento de onda fixo, a 276 mm 
Volume de injeção 200 µL 
 
A curva de calibração foi preparada a partir da solução padrão de calibração (10 
mg/mL), a partir da qual foram preparadas diluições para obter concentrações de 8, 16, 
25, 50 e 100 µg/L de patulina. Na curva de calibração foram avaliados os coeficientes 
de determinação (R
2
) e de variação do método (CVm). A curva de calibração foi aceite 
sempre que o coeficiente de determinação foi ≥ 0,995 e o CVm ≥ 10%.  
A identificação da patulina nas amostras foi feita por comparação do tempo de 
retenção da patulina obtido na amostra com o obtido nos padrões da curva de 
calibração. Esta identificação foi feita recorrendo ao software Empower 2. Para 
determinar a concentração da patulina presente na amostra foi feita uma interpolação da 
curva de calibração. A concentração da patulina nas amostras foi expressa em µg/kg 
(amostras sólidas) ou em µg/L (amostras líquidas), apresentando, no máximo, 2 
algarismos significativos. 
O cálculo da concentração final em µg/Kg ou µg/L presente na amostra foi feito 
através da equação: 
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Em que: 
C: concentração da solução de ensaio calculada a partir da curva de calibração 
m1: massa da amostra utilizada para análise (10 g) 
v1: Volume de solvente de extração (10 mL) 
v2: Alíquota para SPE (2.5 mL) 
v3: Volume de solução de água a pH=4 usada para dissolver o extrato (1 mL) 
Se não houver alteração na massa da amostra, volume de solvente de extração e 
alíquota de extrato (ver 2.5.1), a equação pode ser expressa de forma abreviada: 
          
  
  




     
      
 
          
  
  
    
  
 
      
 
O desempenho da metodologia analítica foi avaliado através da percentagem de 
recuperação, calculada com recurso à seguinte fórmula: 
                
                                       
  
        
                                                   
  
   
 
Os resultados dos estudos de recuperação devem cumprir os requisitos do 
Regulamento CE 401/2006 que estabelece os métodos de amostragem e de análise para 
o controlo oficial dos teores de micotoxinas nos géneros alimentícios  onde para teor um 
de patulina < 20 µg/kg a recuperação deve ser de 50 a 120%, para 20-50 µg/kg a 
recuperação deve ser de 70 a 105% e para teores > 50 µg/kg a recuperação deve ser de 
75 a 105% (Comissão Europeia, 2006b).  
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Controlos Internos de Qualidade 
 Para que os ensaios possam ser reprodutíveis foram cumpridos alguns requisitos 
de controlo de qualidade, entre os quais se incluí a realização de: 
- ensaios duplicados: a preparação de um duplicado para cada amostra da série de 
trabalho (no caso de se analisarem diferentes tipos de matriz na mesma série de 
trabalho, preparou-se, pelo menos, um duplicado de cada tipo de matriz por cada 20 ou 
menos amostras analisadas de sumo límpido e sumo turvo);  
- ensaios de recuperação – realizou-se, pelo menos, um ensaio de recuperação de 
patulina para cada condição analisada no sentido de se verificar a existência de 
interferentes nos valores de bioacessibilidade obtidos nas amostras de sumos 
(recuperação após digestão na presença e ausência de refeição e recuperação após 
digestão extraídos com e sem pectinase, preparou-se pelo menos um duplicado de cada 
tipo de matriz). 
Os controlos cromatográficos foram aceites sempre que apresentaram um desvio 
<10% em relação ao valor alvo do respetivo controlo. 
 
2.2.4- Preparação e contaminação artificial das amostras 
Como as amostras não apresentavam contaminação natural, tiveram de ser 
contaminadas artificialmente com patulina para os estudos de bioacessibilidade. As 
amostras de sumos e as refeições foram homogeneizadas antes e após a contaminação. 
Após homogeneização (agitação manual) efetuou-se a sua contaminação artificial por 
forma a obter uma concentração de 200 µg/L de patulina. Por fim as amostras foram 
armazenadas a uma temperatura de -20ºC até serem analisadas. 
Para os ensaios de recuperação as amostras já contaminadas com os 200 µg/Kg 
de patulina, foram fortificadas com 20 µg/Kg perfazendo uma concentração final teórica 
de 220 µg/Kg. 
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2.3 – Bioacessibilidade da patulina   
Neste estudo foi testado o método digestivo in vitro que simula as condições 
fisiológicas de digestão em adultos, previamente estabelecidas por Versantvoort e 
colaboradores (2005) (Versantvoort et al., 2005) e usadas no DAN (Zeila, 2011). 
2.3.1- Reagentes e soluções 
Para a preparação dos sucos digestivos foram adquiridos os seguintes reagentes: 
cloreto de potássio (KCl), tiocianato de potássio (KSCN), dihidrogenofosfato de sódio 
anidro (Na2HPO4.H2O), cloreto de sódio (NaCl), hidrogenocarbonato de sódio 
(NaHCO3), p.a., cloreto de cálcio dihidratado (CaCl2.2H2O), cloreto de amónia 
(NH4Cl), hidrogenofosfato de potássio (KH2PO4), cloreto de magnésio hexahidratado 
(MgCl2.6H2O), ureia, ácido clorídrico (HCl) 37%, pepsina, pancreatina, albumina de 
soro bovina e D(+) Glucose anidro, todos  adquiridos na Merck (VWR, Portugal). Alfa-
-amilase de Bacillus sp., lípase de pâncreas suíno e a bílis s através da Sigma-Aldrich 
(Dias de Sousa, Portugal) e mucina e ácido úrico respetivamente através da Carol Rith 
GmbH (BetaLab, Portugal) e BDH Prolabo (VWR, Portugal). 
Soluções gerais 
 Bicarbonato, NaHCO3 (1 M): 8,4 g de NaHCO3 foram diluídos em água 
ultrapura, perfazendo o volume até 100 mL. 
 Hidróxido de Sódio, NaOH (1 M e 10 M): 40 g de NaOH foram diluídos em 
água ultrapura, perfazendo o volume até 100 mL, obtendo a concentração de 10 
M. A solução a 10 M foi diluída de 1:10 em água ultrapura para obter a 
concentração de 1 M.  
 Preparação dos sucos 
Os sucos digestivos foram preparados de acordo com os volumes e as 
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Tabela 6 – Composição, volume final dos sucos digestivos e quantidade de 
reagentes utilizadas (mg) nos modelos de digestão in vitro em adulto e infantil 










Saliva Gástrico Duodenal Biliar 
250 mL 
 
500 mL 500 mL 250 mL 
Adulto/ 
Criança 










74,5 mgNaCl 1376 mg NaCl 3506 mg NaCl 1315 mg NaCl 
224 mg KCl 412 mg KCl 282 mg KCl 94 mg KCl 
423,5 mg NaHCO3 153 mg NH4Cl 1694 mg NaHCO3 1446 mg NaHCO3 
255,25 mg 
NaH2PO4.H2O 
153 mg NaH2PO4.H2O 40 mg KH2PO4 37,5 µl HCl 37% 
142,5 mg Na2SO4 153 mg CaCl2.2H2O 25 mg MgCl2.6H2O - 









50 mg Ureia 42,5 mg Ureia 50 mg Ureia 63 mg Ureia 
- 325 mg Glucose - - 
- 10 mg Ácido 
Glucorónico 
- - 


















72,5 mg α-amilase* 500 mg BSA** 500 mg BSA** 450 mg BSA** 












55,5 mg CaCl2.2H2O 




- - - 100 mg CaCl2.2H2O - - 
pH 6,5 ± 0,2 1,3 ± 0,1 3 ± 0,1 8,1 ± 0,2 8,2 ± 0,2 
 
Depois de preparados, os sucos foram mantidos a 37ºC até à sua utilização nos 
ensaios de digestão. 
2.3.2 – Digestão in vitro  
Controlos 
Previamente ao processo de digestão foram realizados tubos controlo para o pH, 
de modo a conferir se as amostras foram digeridas na gama de pH pretendido: em dois 
tubos adicionou-se respetivamente 1 mL de saliva + 2 mL de suco gástrico (valor de pH 
entre 2,5 ± 0,5 para a fase gástrica) e 1 mL de saliva + 2 mL de suco gástrico + 2 mL de 
suco duodenal + 1mL de bílis + 333 µl de solução NaHCO3 (valor de pH entre 6,5 ± 0,5 
para a fase duodenal). 
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Digestão in vitro 
Para cada replicado de amostra de alimento infantil foram pesados 4,5 g. No 
caso dos sumos acompanhados de refeição padrão pesaram-se 4,5 g de sumo + 4,5 g de 
refeição. A cada um destes replicados foram adicionados 6 mL de saliva, seguindo-se 
uma incubação de 5 min a 37ºC com agitação. Posteriormente, adiciona-se 12 mL de 
suco gástrico a cada replicado e o valor do pH foi registados e acertado quando 
necessário (adulto: pH 2,5 ± 0,5; criança: pH 3,5 +/- 0,5). Seguiu-se uma incubação 
durante 2 horas a 37ºC com agitação. Após as 2 horas de incubação, o valor do pH foi 
novamente registado. Para finalizar a digestão foram adicionados 12 mL de suco 
duodenal, 6 mL de suco biliar e 2 mL de solução de bicarbonato a replicado. O valor de 
pH foi novamente registado e acertado quando necessário (6,5 ± 0,5), seguindo-se uma 
nova incubação de 2 horas a 37ºC com agitação. Decorridas as 2 horas, o valor do pH 
voltou a ser registado. Terminada a digestão, todos os replicados das amostras foram 
centrifugados a 2750 rpm durante 5 min. Os sobrenadantes foram recolhidos e mantidos 
a -20ºC até à extração e quantificação, Figura 2 (Introdução). 
 
2.3.3- Bioacessibilidade da patulina em sumos  
 Foram realizados inicialmente vários ensaios para descartar a eventualidade de 
interferência de fatores que pudessem mascarar/interferir com os valores reais de 
bioacessibilidade em sumos como a estabilidade da micotoxina, o método de extração 
utilizado (avaliado através da recuperação) e a variabilidade da própria amostra no dia e 
em dias diferentes de análise. Estes valores serviram de base para a comparação com os 
valores de bioacessibilidade obtidos em amostras de sumos fortificados com refeição, 
simulando a ingestão de uma refeição com sólidos e líquidos, habitual na dieta das 
crianças.  
Estabilidade da patulina a -20ºC  
Para estudar a estabilidade da patulina a -20ºC foram descongeladas quatro 
amostras (8 Frutos, Tropical, Maçã e Maçã-Cenoura) e determinada a sua concentração 
por HPLC-UV (n=4). Após um período de 3 meses da contaminação inicial, foram 
retiradas alíquotas em duplicado, de cada amostra, ao longo de 3 etapas: etapa 1- 
momento da contaminação, etapa 2- 1 mês após a contaminação e etapa 3 - 3 meses 
após contaminação com patulina. 
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Extração e recuperação da patulina 
Para determinar a eventual influência do método de extração nos valores de 
bioacessibilidade, foi analisada a recuperação de patulina em duas amostras de sumos 
contaminadas (n=2), escolhidas aleatoriamente, e de natureza diferente (8 Frutos - turvo 
e Maçã – límpido). Para além do método de extração usual, foi efetuada uma extração 
adicional com clarificação prévia com pectinase (seguida de extração por SPE). Cada 
amostra foi analisada em duplicado. Foram ainda analisados os valores de recuperação 
antes e depois da digestão das amostras para testar se a digestão pode só por si provocar 
alterações na natureza dos sumos afetando a extração e consequentemente, a 
biodisponibilidade. 
Variabilidade da bioacessibilidade da patulina em amostras de sumo 
Para avaliar a variabilidade da bioacessibilidade da patulina na matriz sumos 
atribuída ao dia de análise (variação intra-dia) e entre dias (variação inter-dias, 
identificada por dia 1 e dia 2) foram analisados os teores de patulina em 4 amostras de 
sumos (8 frutos e Tropical - turvos e Maçã e Maçã-Cenoura - límpidos-) analisados no 
mesmo dia e em dois dias diferentes, não consecutivos (espaçados um mês), e em 
triplicado por forma a obter uma quantidade amostral mais significativa (n=4).  
 
2.3.4- Análise do efeito da matriz alimentar na bioacessibilidade de patulina 
Foram estudadas três matrizes sólidas diferentes: esparguete à bolonhesa, 
guisado de borrego e bolacha maria, três alimentos consumidos pelas crianças 
portuguesas, com o objetivo de estudar a ação do tipo de refeição na bioacessibilidade 
de patulina em sumos. Para cada sumo analisado (6 para o esparguete e 4 para as 
restantes, conforme atrás referido), foi efetuado um ensaio na presença e ausência de 
refeição, e duplicados para cada amostra. 
2.3.5- Estudo comparativo da digestão com os modelos in vitro de adulto e infantil 
As condições usadas na digestão in vitro para crianças foram as mesmas usadas 
para a digestão adulto com ligeiras modificações descritas por Raiola e colaboradores 
(2012b) relativamente aos valores de pH na fase gástrica (2 no adulto para 3 no infantil) 
e ainda nas quantidades dos reagentes: pepsina (0,5 g no adulto para 0,02 g no infantil), 
pancreatina (4,5 g no adulto para 0,0005 g no infantil) e sais biliares (1237,5 g no adulto 
para 0,03 g no infantil) que se encontram descritas na Tabela 6. Cada amostra de sumo 
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(no total de 4, conforme atrás referido) foi analisada na presença e ausência de refeição 
(guisado de borrego) e em triplicado, o que perfaz um total de 48 análises (24 para o 
modelo adulto e 24 para o modelo infantil) (n=4). 
2.4- Determinação da bioacessibilidade e análise estatística dos resultados 
 
A determinação da bioacessibilidade (porção do contaminante que se liberta da 
matriz alimentar por ação do suco digestivo no trato gastrointestinal), foi expressa em 
percentagem e determinada pela fórmula: 
                  
        
  
    
                           
      
     
          
  
   
 
Onde:  
Qm: Quantidade na matriz (g) 
Qr: Quantidade de refeição padrão (g) 
Qs: Quantidade de soluções de HCl ou NaOH adicionadas nos acertos de pH 
(mL) 
 C dig: Concentração do contaminante no digerido (µg/Kg) 
 Ct matriz: concentração total inicial do contaminante na matriz (µg/Kg) 
Os resultados obtidos foram analisados com recurso ao programa SPSS-
Statistical Package for Social Sciences- o qual permitiu realizar a análise da estatística 
descritiva que descreve características importantes de dados amostrais conhecidos e 
realizar uma análise inferêncial que permite tirar generalizações/conclusões sobre uma 
população usando informações de uma amostra: os testes de normalidade (Shapiro-
Wilk), homogeneidade de variâncias (Levene), comparação entre grupos (t-student, 
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3- Resultados 
3.1 – Estudo da bioacessibilidade de patulina em sumos  
 
3.1.1 – Estabilidade da patulina a -20ºC  
Na Tabela 7 apresentam-se os teores médios de patulina determinados em sumos 
contaminados artificialmente (para um teor final de 200 µg/Kg), mantidos a -20ºC por 
um período de 3 meses. As quatro amostras analisadas revelaram teores de patulina 
situados entre 105 e 144 µg/Kg após um e três meses de contaminação. Dado que não 
foi analisada a concentração inicial do sumo, somente se pode referir que não ocorreram 
alterações de realce entre um e três meses de contaminação, pelo que se garante que a 
patulina se mantém estável nos sumos contaminados durante este período.  
Tabela 7 – Contaminação média de patulina em sumos contaminados 
artificialmente, mantidos a -20ºC ao longo de três meses (contaminação média 




Concentração média (µg/kg) 
Etapa 1* Etapa 2 * Etapa 3* 
8 Frutos 200,00 110,92 114,86 
Tropical 200,00 105,55 111,53 
Maçã 200,00 120,48 127,24 
Maçã-Cenoura 200,00 143,73 144,20 
* Etapas de contaminação: etapa 1 - contaminação inicial teórica, etapa 2 – após um 
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3.1.2 – Recuperação da patulina - extração e digestão in vitro  
Na Tabela 8 são apresentados os valores médios de recuperação (%) de patulina 
em duas amostras de sumos (n=2), com recurso ao método de extração normal por SPE 
e com adição prévia de pectinase e extração SPE (P+SPE). No sumo turvo, a 
recuperação média com SPE é superior ao da extração com P+SPE (84% vs 42%) 
embora com uma grande variação entre duplicados. No sumo límpido, as recuperações 
são semelhantes com os dois métodos de extração (58% vs 54%), no entanto, a variação 
é menor.  
Tabela 8 – Valores médios de recuperação (%) da patulina em amostras de sumo 
usando a extração com SPE e pectinase e SPE (P+SPE) (n=2, ensaios em 
duplicado). DP: Desvio Padrão. 
Amostra Tipo Extração 
Recuperação (%) 
% Média ± DP 
8 Frutos 
SPE 98 84 ± 19,80 
SPE 70 
P+SPE 36 42 ± 8,49 
P+SPE 48 
Maçã 
SPE 59 58 ± 2,12 
SPE 56 
P+SPE 64 54 ± 14,14 
P+SPE 44 
 
Usando o método de SPE como extração foi analisado o eventual efeito do 
próprio método de digestão in vitro na recuperação da patulina. Na Tabela 9 
apresentam-se os valores médios de recuperação de patulina em amostras de sumo antes 
(AnD) e após a digestão (ApD) pelo método de digestão in vitro, segundo as condições 
descritas para o adulto para as amostras 8 Frutos e Maçã. Para o sumo 8 Frutos obteve-
se uma recuperação média de 64% antes da digestão e 84% após da digestão. Para o 
sumo Maçã, obteve-se uma recuperação média de 47% antes da digestão e 58% após da 
digestão. Em ambas as amostras as recuperações foram superiores após a digestão (84% 
vs 58%)  
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Tabela 9 - Valores médios de recuperação (%) da patulina em amostras de sumo 
antes digestão (AnD) e após digestão (ApD) pelo método de digestão in vitro para 
adulto (n=2, duplicados). DP: Desvio Padrão. 
Amostra Digestão 
Recuperação 






















3.1.3- Variabilidade da bioacessibilidade da patulina  
A Tabela 10 apresenta os resultados para os valores de bioacessibilidade para as 
quatro amostras, analisadas em triplicado, em dois dias diferentes (Dia 1 e Dia 2). 
Verifica-se que no Dia 1, as amostras analisadas apresentam valores médios de 
bioacessibilidade semelhantes, variando entre 18,52% ± 14,91 (Maçã-Cenoura), 21,09% 
± 5,99 (8 Frutos), 21,86% ± 4,25 (Tropical) e 24,15% ± 1,85 (Maçã). 
No dia seguinte, Dia 2, os valores médios de bioacessibilidade obtidos variam 
entre 10,66% ± 6,27 (Tropical), 14,55% ± 12,29 (8 Frutos), 16,32% ± 3,19 (Maçã-
Cenoura) e 16,87 ± 6,81 (Maçã), apresentando valores médios semelhantes entre si. 
Comparando ambos os dias, verifica-se que no Dia 2 os valores são ligeiramente 
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Tabela 10 - Bioacessibilidade da patulina em sumos analisados em dois dias 
diferentes e análise descritiva dos resultados (n=4). DP: Desvio Padrão.  
 Tipo de Amostra 
Bioacessibilidade 







































16,32 ± 3,19 14,42 
20,35 
 
Para a avaliação da normalidade dos valores de bioacessibilidade obtidos para as 
quatro amostras analisadas, tendo em conta o n=3 (triplicado dos ensaios), foi usado o 
teste de Shapiro-Wilk. Para o primeiro dia (Dia 1) obtém-se p> 0,05 para todos os 
grupos, logo é aceite o pressuposto de normalidade da variável numérica (8 Frutos com 
0,36; Tropical com 0,29; Maçã com 0,81 e Maçã-Cenoura com 0,07).  
Sendo normal, já se pode aplicar os testes paramétricos para avaliar se existe 
uma variação entre os valores do próprio dia. Para a avaliação da homogeneidade das 
variâncias das bioacessibilidades das amostras no Dia 1, usa-se o teste de Levene no 
qual se obtém um valor de 0,012. Como p valor< 0,05, não se verifica a homogeneidade 
de variâncias enquanto pressuposto para aplicação de teste de ANOVA. Assim sendo, é 
efetuado um teste não paramétrico de Kruskal Wallis, no qual se obtém um valor de 
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0,789. Atendendo a que p valor > 0,05 considera-se que não existem evidências 
estatisticamente significativas das diferenças verificadas para as médias de 
bioacessibilidade dos diferentes grupos de sumos no Dia 1. 
Para o segundo dia (Dia 2) de avaliação de bioacessibilidade, não se verifica em 
todos os grupos que o p valor > 0,05 – assim não é aceite o pressuposto de normalidade 
da variável numérica (8 Frutos com 0,53; Tropical com 0,07; Maçã com 0,72 e Maçã-
Cenoura com 0,04). Para a avaliação da homogeneidade das variâncias das 
bioacessibilidades das amostras no Dia 2, usa-se o teste de Levene, no qual se obtém um 
valor de 0,012. Como p valor < 0,05 - não se verifica a homogeneidade de variâncias 
enquanto pressuposto para aplicação de teste de ANOVA. Assim sendo, é efetuado um 
teste não paramétrico de Kruskal Wallis no qual se obtém um valor de 0,584. 
Atendendo a que p valor > 0,05 considera-se que não existem evidências 
estatisticamente significativas das diferenças verificadas para as médias de 
bioacessibilidade dos diferentes grupos de sumos. 
Em suma, não se registam diferenças significativas para a bioacessibilidade da 
patulina em sumos, com exceção da amostra de Maçã-Cenoura (p valor < 0,05), em que 
pode existir variação dos valores dentro da mesma amostra.  
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3.2 – Análise do efeito da matriz alimentar na 
bioacessibilidade de patulina  
3.2.1 – Bolonhesa 
 Os resultados de bioacessibilidade obtidos para os seis sumos analisados (3 
límpidos e 3 turvos) na presença e ausência de bolonhesa são apresentados na Tabela 
11. 
Relativamente à natureza dos sumos os resultados são de seguida referidos. Para 
os sumos turvos, verificou-se que os valores de bioacessibilidade na ausência de 
refeição, variaram entre 15,78 e 48,52% com uma média de 27,77% ± 16,03. Os valores 
de bioacessibilidade para os mesmos sumos, na presença de refeição, variaram entre 
1,67 e 15,11% com um valor médio de 9,82% ± 5,03. Quando comparados os resultados 
de sumos turvos na ausência e presença de refeição, verifica-se que os valores de 
bioacessibilidade média para as amostras digeridas na ausência de refeição (27,77 %) 
apresentam um valor mais elevado que as mesmas amostras na presença de refeição 
(9,82%).  
Para os sumos límpidos, a bioacessibilidade na ausência de refeição varia entre 
19,52% e 48,14%, com uma média de 31,68% ± 11,87. Na presença de refeição, as 
mesmas amostras variam entre 4,58% e 8,22%, apresentando uma média de 5,46% ± 
1,38. Quando comparados os valores médios de bioacessibilidade para os sumos 
límpidos na presença (5,46%) e ausência (31,68%) de refeição verifica-se que são 
diferentes.  
A média dos valores de bioacessibilidade na ausência de refeição para os sumos 
límpidos (31,68%) é superior e não estatisticamente significante (p valor = 0,088; p 
valor > 0,05) que os sumos turvos (27,77%). Pelo contrário, na presença de refeição, a 
media para os valores de bioacessibilidade dos sumos límpidos (5.46%) foi inferior e 
não estatisticamente significante (p valor = 0.093; p valor > 0,05) que os sumos turvos 
(9,82%). 
Relativamente à presença e ausência de refeição, os resultados evidenciam que 
existe uma variação significativa (p valor =0,001; p valor < 0,05) relativa à ausência 
(29,72%) e presença (7,64%) de refeição, independente da natureza do sumo.  
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Tabela 11 –Bioacessibilidade de patulina (%) em 6 sumos de fruta na ausência e 
presença de refeição  bolonhesa(n=6). DP: Desvio Padrão. 
Amostra Natureza 
Bioacessibilidade 
(%) sem refeição 
Média ± DP 
Bioacessibilidade 







18,82 ± 1,04 
13,34 13,08 ± 




16,10 ± 0,45 
15,11 





48,39 ± 0,19 
9,41 
7,99 ± 2,00 
48,25 6,58 
 
27,77 ± 16,03 
 






20,75 ± 1,73 
4,64 





27,98 ± 0,59 
5,24 




46,30 ± 2,60 
5,14 





5,46 ± 1,38 
Total 29,72 ±13,60* 
 
7,64 ±4,19* 
* Significância estatística obtida através do teste de Mann-Whitney com p valor <0.05, 




3.2.2 – Guisado de Borrego 
Na Tabela 12 apresentam-se os resultados obtidos para a bioacessibilidade de 
patulina nas quatro amostras: 8 Frutos, Tropical, Maçã e Maçã-cenoura. 
Para os sumos turvos (8 Frutos e Tropical), verificou-se que os valores de 
bioacessibilidade na ausência de refeição, variaram entre 12,21 e 17,57% com uma 
média de 21,58% ± 4,55. Os valores de bioacessibilidade para os mesmos sumos, na 
presença de refeição, variaram entre 12,21 e 17,57% com um valor médio de 15,00% ± 
5,03. Quando comparados os resultados de sumos turvos na ausência e presença de 
refeição, verifica-se que os valores de bioacessibilidade média para as amostras 
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digeridas na ausência de refeição (21,58 %) apresentam um valor mais elevado que as 
mesmas amostras na presença de refeição (15,00 %).  
Para os sumos límpidos (Maçã e Maçã-Cenoura), a bioacessibilidade na ausência 
de refeição varia entre 22,20% e 27,66%, com uma média de 25,34 ± 2,13. Na presença 
de refeição, as mesmas amostras variam entre 4,48% e 22,79%, apresentando uma 
média de 17,91% ± 6,79. Quando comparados os valores médios de bioacessibilidade 
para os sumos límpidos na presença (17,91%) e ausência (25,34%) de refeição verifica-
se que são diferentes sendo os valores de bioacessibilidade superiores na ausência de 
refeição.  
Na presença de refeição, obteve-se para as quatro amostras analisadas um valor 
médio de 16,45% ± 5,03; inferior ao obtido nas mesmas amostras na ausência de 
refeição, 23,29% ± 4,00. 
Tabela 12 - Bioacessibilidade para os diferentes sumos na presença de refeição 
guisado de borrego (n=4). DP: Desvio Padrão.  
Amostra Natureza 
Bioacessibilidade 
(%) sem refeição 
Média ± DP 
Bioacessibilidade 






21,09 ± 5,99 
16,31 
15,94 ± 
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3.2.3 – Bolacha Maria 
Na Tabela 13 apresentam-se os resultados obtidos para a bioacessibilidade de 
patulina nas quatro amostras: 8 Frutos, Tropical, Maçã e Maçã-Cenoura. 
Para os sumos turvos (8 Frutos e Tropical), verificou-se que os valores de 
bioacessibilidade na ausência de refeição, variaram entre 3,42 e 24,75% com uma média 
de 14,98% ± 7,75. Os valores de bioacessibilidade para os mesmos sumos, na presença 
de refeição, variaram entre 5,21 e 12,16% com um valor médio de 8,88% ± 2,67. 
Quando comparados os resultados de sumos turvos na ausência e presença de refeição, 
verifica-se que os valores de bioacessibilidade média para as amostras digeridas na 
ausência de refeição (14,98%) apresentam um valor mais elevado que as mesmas 
amostras na presença de refeição (8,88%).  
Para os sumos límpidos (Maçã e Maçã-Cenoura), a bioacessibilidade na ausência 
de refeição varia entre 9,57 e 23,04%, com uma média de 16,80% ± 4,87. Na presença 
de refeição, as mesmas amostras variam entre 8,92 e 85,95% apresentando uma média 
de 25,64% ± 33,75. Quando comparados os valores médios de bioacessibilidade para os 
sumos límpidos na presença (25,64%) e ausência (16,80%) de refeição verifica-se que 
são diferentes sendo os valores de bioacessibilidade inferiores na ausência de refeição.  
Na presença de refeição, obteve-se para as quatro amostras analisadas um valor 
médio de 16,50% ± 23,15 e para a ausência de refeição um valor médio semelhante de 
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Tabela 13 - Bioacessibilidade para os diferentes sumos na presença de refeição 
bolacha maria (n=4). DP: Desvio Padrão. 
Amostra Natureza 
Bioacessibilidade 
(%) sem refeição 
Média ± DP 
Bioacessibilidade 
(%) com refeição 




21,47 ± 4,64 
12,16 




10,66 ± 6,27 
9,91 
8,68 ±2,28 14,50 6,05 
3,42 10,08 
 
14,98 ± 7,75 
 




17,15 ± 6,89 
- 





16,44 ± 3,39 
10,42 
35,10 ± 44,05 14,42 85,95 
20,35 8,92 
 
16,80 ± 4,87 
 
25,64 ± 33,75 
Total 15,97 ± 6,07 
 
16,50 ± 23,15 
 
Diferenças entre amostras e comparação entre refeições 
Foi avaliada as diferenças nos valores de bioacessibilidade para os diferentes 
tipos de amostras (diferentes sumos). Para isto, tendo em conta que temos uma variável 
categórica com 4 categorias (8 Frutos, Tropical, Maçã, Maçã-Cenoura) e os resultados 
de bioacessibilidade, avaliou-se a normalidade da variável numérica (teste de Shapiro-
Wilk), e a homogeniedade de variâncias através do teste de Levene, no qual se obteve 
um valor de 0,069.Apesar de se verificar o pressuposto da homogeneidade de variâncias 
(teste de Levene com p valor > 0,05) não se verifica que todos os valores de 
bioacessibilidade apresentam normalidade (8 Frutos com 0,524, Tropical com 0,966, 
Maçã com 0,784 e Maçã-Cenoura com 0,00) sendo que para o grupo Maçã-Cenoura p 
valor < 0,05, não estando assim reunidos os pressupostos para aplicação do teste de 
ANOVA, optando-se pelo teste não paramétrico Kuskal-Wallis com o qual se obtém um 
valor de 0,992. Como p valor > 0,05; verifica-se assim que não há evidências 
estatísticas quanto a uma diferença significativa nos resultados de bioacessibilidade 
apresentados pelos 4 grupos de amostras.  
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Após esta análise, avaliou-se para cada grupo de amostra as diferenças, tendo em 
conta as diferentes refeições (Guisado de Borrego e Bolacha Maria). Para isto, tendo em 
conta que temos uma variável categórica com 2 categorias (Guisado de Borrego, 
Bolacha Maria) e os resultados de bioacessibilidade, avaliou-se a homogeniedade de 
variâncias (teste de Levene) e normalidade da variável numérica (teste de Shapiro-
Wilk), enquanto pressupostos para aplicação do teste de ANOVA. A refeição, 
Esparguete à Bolonhesa não foi considerada nesta análise por apenas dispor de dois 
valores para análise por amostra. 
8 Frutos 
Relativamente à normalidade, usando o teste de Shapiro-Wilk, verifica-se que os 
valores de bioacessibilidade apresentam normalidade para os grupos Guisado de 
Borrego com o valor de 0,666 e Bolacha Maria com o valor de 0,623 (p valor > 0,05). 
Para avaliação da homogeneidade de variâncias, efetuou-se o teste de Levene, apenas 
para os grupos Bolacha Maria e Guisado de Borrego. Verificou-se homogeneidade de 
variâncias 0,297 (p valor > 0,05). Assim, para as refeições Guisado de Borrego e 
Bolacha Maria verificam-se os pressupostos para aplicação do teste T-Student, com o 
qual se obtém o valor de 0,041 (p valor < 0,05).  
Verifica-se assim que há evidências estatísticas quanto a uma diferença 
significativa nos resultados de bioacessibilidade apresentados no sumo "8 Frutos" 
quando adicionado de Guisado de Borrego ou Bolacha Maria.  
Tropical 
Verifica-se com o teste Shapiro-Wilk que os resultados de bioacessibilidade 
apresentam uma distribuição normal, 0,489 (p valor > 0,05) para o sumo Tropical com 
adição de refeição Guisado de borrego e 0,071 (p valor > 0,05) com adição de refeição 
Bolacha maria. Quanto à homogeneidade de variâncias, usando-se o teste de Levene, 
verifica-se que apresentam homogeneidade de variâncias com o valor de 0,933 (p valor 
> 0,05). Logo, estão reunidos os pressupostos para aplicação de teste T-Student, com o 
qual se obtém o valor de 0,044 (p valor < 0,05).  
Verifica-se assim que há evidências estatísticas quanto a uma diferença 
significativa nos resultados de bioacessibilidade apresentados nos sumos "Tropical" 
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quando adicionadas refeições de Guisado de Borrego ou Bolacha Maria (p valor < 
0,05).  
Maçã 
Relativamente à normalidade, usando o teste de Shapiro-Wilk, verifica-se que os 
valores de bioacessibilidade apresentam normalidade para os grupos Guisado de 
Borrego com o valor de 0,873 e Bolacha Maria com o valor de 0,427 (p valor > 0,05). 
Quanto à homogeneidade de variâncias, usando-se o teste de Levene, verifica-se que 
apresentam homogeneidade de variâncias com valor de 0,087 (p valor > 0,05). Logo, 
estão reunidos os pressupostos para aplicação de teste T-Student com o qual se obtém o 
valor de 0,037 (p valor < 0,05). 
Verifica-se assim que há evidências estatísticas quanto a uma diferença 
significativa nos resultados de bioacessibilidade apresentados nos sumos "Maçã" 
quando adicionados de Guisado de Borrego ou Bolacha Maria (p valor < 0,05).  
Maçã-Cenoura 
Relativamente à normalidade, usando o teste de Shapiro-Wilk, verifica-se que os 
valores de bioacessibilidade não apresentam normalidade para os dois grupos Guisado 
de Borrego com o valor de 0,321 e Bolacha Maria com o valor de 0,033 (p valor < 0,05 
no caso do grupo da Bolacha Maria). Quanto à homogeneidade de variâncias, usando-se 
o teste de Levene, verifica-se que não apresentam homogeneidade de variâncias com 
valor de 0,039 (p valor < 0,05). Logo, não estão reunidos os pressupostos para aplicação 
de teste T-Student. Utiliza-se o teste de Mann Whitney com o qual se obtém o valor de 
0,827 (p valor > 0,05).  
Verifica-se assim que não há evidências estatísticas quanto a uma diferença 
significativa nos resultados de bioacessibilidade apresentados nos sumos "Maçã-
Cenoura" quando adicionados de Guisado de Borrego ou Bolacha Maria (p valor > 
0,05).  
 Conclui-se assim que, à exceção da amostra Maçã-Cenoura, existem diferenças 
estatisticamente significativas para os valores de bioacessibilidade de patulina em 
relação ao tipo de refeição utilizado, sendo o Guisado de Borrego a refeição onde se 
obtém valores de bioacessibilidade superiores ao invés da Bolacha Maria onde os 
valores são inferiores. 
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3.3- Estudo comparativo da digestão com os modelos in vitro 
de adulto e infantil 
 
Na Tabela 14 apresentam-se os resultados para os valores de bioacessibilidade 
obtidos com o modelo de digestão in vitro de Adulto e Infantil na ausência de refeição. 
Como é possível verificar o valor médio obtido para cada uma das amostras analisadas 
foi no modelo Adulto na ausência de refeição foi de 21,09% ± 5,99 no sumo 8 Frutos 
com valores de bioacessibilidade entre 14,29 e 25,60%, 22,07% ± 3,88 no Tropical com 
valores entre 17,65 e 24,92%, 24,15% ± 1,85 no sumo Maçã com valores entre 22,20 e 
25,89% e 18,52% ± 14,91 no sumo Maçã-Cenoura com valores entre 1,31 e 27,66%.  
Para o modelo de digestão Infantil com as mesmas amostras e nas mesmas 
condições de ausência de refeição, os valores médios de bioacessibilidade obtidos foram 
de 5,83% ± 0,63 no sumo 8 Frutos com valores entre 5,13 e 6.34%, 5,42% ± 0,08 no 
Tropical com valores entre 5,38 e 5.51%, 7,11% ± 0,85 no sumo Maçã com valores 
entre 6.37 e 8,03% e 7,65% ± 0,55 no sumo Maçã-Cenoura com valores entre 7.05 e 
8,14%. 
Os valores médios de bioacessibilidade foram superiores quando utilizado o 
modelo de digestão in vitro para Adulto na ausência de refeição para as quatro amostras 
(8 Frutos, Tropical, Maçã e Maçã-Cenoura), (21,46%) quando comparado nas mesmas 
condições com o modelo de digestão in vitro Infantil (6,50%). 
Não se verificam diferenças nos valores médios de bioacessibilidade 
relacionados com a natureza dos sumos. No modelo de digestão Adulto os sumos turvos 
apresentam um valor médio semelhante aos límpidos (21,58 e 21,34% respetivamente) 
como acontece com o modelo de digestão Infantil, onde os sumos turvos e límpidos 
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Tabela 14 - Bioacessibilidade de patulina em amostras de sumo (8 Frutos, 
Tropical, Maçã e Maçã-Cenoura) na ausência de refeição com recurso a dois 




(%) sem refeição 
Média ± DP 
Bioacessibilidade 
(%) sem refeição 




21,09 ± 5,99 
5,13 




22,07 ± 3,88 
5,38 
5,42 ±0,08 24,92 5,38 
23,65 5,51 
  
21,58 ± 4,55 
 




24,15 ± 1,85 
6,37 





18,52 ± 14,91 
8,14 
7,65 ±0,55 27,66 7,05 
26,59 7,77 
  
21,34 ± 9,99 
 
7,38 ± 0,71 
Total 
  
21,46 ± 7,40 
 
6,50 ± 1,08 
 
Na Tabela 15, apresentam-se os resultados para os valores de bioacessibilidade 
obtidos com o modelo de digestão in vitro de Adulto e Infantil na presença de refeição. 
Como é possível verificar o valor médio obtido para cada uma das amostras analisadas 
foi no modelo Adulto na presença de refeição foi de 15,94% ± 1,84 no sumo 8 Frutos 
com valores de bioacessibilidade entre 13,94 e 17,57%, 14,05% ± 2,27 no Tropical com 
valores entre 2,08 e 3,93%, 20,22% ± 1,96 no sumo Maçã com valores entre 18,34 e 
22,25% e 15,60% ± 9,77no sumo Maçã-Cenoura com valores entre 4,48 e 22,79%.  
Para o modelo de digestão Infantil com as mesmas amostras e nas mesmas 
condições de ausência de refeição, os valores médios de bioacessibilidade obtidos foram 
de 3,69% ± 0,52 no sumo 8 Frutos com valores entre 3,24 e 4,26%; 2,96% ± 0,93 no 
Tropical com valores entre 5,38 e 5.51%, 13,60% ± 2,22 no sumo Maçã com valores 
entre 11,04 e 15,02% e 10,54% ± 1,16 no sumo Maçã-Cenoura com valores entre 9,48 e 
11,78%. 
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Os valores médios de bioacessibilidade foram superiores quando utilizado o 
modelo de digestão in vitro para Adulto na presença de refeição para as quatro amostras 
(8 Frutos, Tropical, Maçã e Maçã-Cenoura), (16,45%) quando comparado nas mesmas 
condições com o modelo de digestão in vitro Infantil (7,70%). 
Não se verificam diferenças nos valores médios de bioacessibilidade 
relacionados com a natureza dos sumos. No modelo de digestão Adulto os sumos turvos 
apresentam um valor médio semelhante aos límpidos (15,00 e 17,91% respetivamente). 
Com o modelo de digestão Infantil, os sumos turvos e límpidos apresentam resultados 
médios ligeiramente diferentes (3,33 e 12,07% respetivamente), apresentando os 
límpidos valores um pouco superiores. Na presença de refeição no modelo Infantil, a 
distribuição dos valores de bioacessibilidade no geral é maior quando comparado com 
as mesmas amostras na ausência de refeição, Tabela 14 e 15. 
Tabela 15 - Bioacessibilidade de patulina em amostras de sumo na presença de 
refeição com recurso a dois modelos de digestão in vitro, Adulto e Infantil (n=4). 




(%) com refeição 
Média ± DP 
Bioacessibilidade 
(%) com refeição 




15,94 ± 1,84 
4,26 




14,05 ± 2,27 
3,93 




15,00 ± 2,12 
 




20,22 ± 1,96 
11,04 





15,60 ± 9,77 
11,78 





12,07 ± 2,30 
Total 16,45 ± 5,03 
 
7,70 ± 4,85 
  
Verificou-se então que os valores de bioacessibilidade para o modelo infantil 
apresentam normalidade, usando o teste de Shapiro-Wilk, tendo os límpidos um valor 
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de 0,644 e os turvos de 0,135 (p valor > 0,05). Relativamente à homogeneidade de 
variâncias, usando o Teste de Levene, verifica-se que não existe uma homogeneidade de 
variâncias, valor obtido de 0,018 (p valor < 0,05). Usando o teste T-Student assumindo 
a não homogeneidade das variâncias, obtém-se um valor se 0,000.  
Verifica-se assim que há evidências estatísticas quanto a uma diferença 
significativa nos resultados de bioacessibilidade de criança apresentados nos sumos 
"Límpidos" e "Turvos" (p valor < 0,05).  
Na avaliação do efeito que o tipo de modelo de digestão (independentemente da 
presença ou ausência de refeição), tem no valor de bioacessibilidade obtém-se para o 
modelo Adulto uma média de 18,96 ± 6,70% com valores entre 1,31 e 27,66%, 
enquanto que para o modelo Infantil se obtém um valor médio de 7,10 ± 3,49% com 
valores entre 2,08 e 15,02%. 
Quanto à normalidade, usando o teste de Shapiro-Wilk, verifica-se que não há 
normalidade em ambos os grupos, o modelo de digestão de adulto apresenta um valor 
de 0,042 (p valor < 0,05) e o modelo de digestão de criança apresenta um valor de 0,111 
(p valor > 0,05). Considerando isto, optou-se por fazer um teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis com o qual se obteve um valor de 0,000 (p valor < 0,05). 
Verifica-se assim que há evidências estatísticas quanto a uma diferença 
significativa nos resultados de bioacessibilidade apresentados nos sumos considerando o 
modelo "Adulto" versus "Infantil". 
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4- Discussão e Considerações Finais 
 
No domínio da bioacessibilidade em sumos foram efetuados ensaios de 
estabilidade de patulina, estudados os possíveis efeitos do método de extração utilizado 
em sumos antes e após a digestão e ainda a variabilidade das amostras nos ensaios de 
bioacessibilidade. Quanto á estabilidade, os resultados mostraram que os níveis de 
patulina nas amostras ao longo do período estudo de três meses conservadas a -20ºC se 
mantiveram constantes, o que está de acordo com o descrito por Barreira, 2009 que 
estudou a ocorrência de patulina em alimentos destinados à alimentação infantil bem 
como a sua estabilidade, tendo determinado que os teores de patulina se mantém 
constantes quando conservados a uma temperatura de -20ºC durante 3 meses. 
Com o intuito de determinar a influência do método de extração nos valores de 
bioacessibilidade de patulina antes e depois da digestão (para testar se a digestão pode 
só por si provocar alterações na natureza dos sumos que possam afetar extração e 
consequentemente, a biodisponibilidade) foram analisados dois sumos de fruta. Os 
resultados revelaram valores de 58 e 84 % para SPE e 42 e 54 % para pectinase e SPE, 
em ambas as amostras os valores de bioacessibilidade foram inferiores aquando a adição 
de pectinase. Segundo Sagu et al., 2014 seria expectável verificar no sumo turvo um 
aumento dos valores da recuperação aquando a adição da enzima pectinase na ausência 
de refeição, uma vez que foi verificado nesse estudo que a presença deste enzima 
interage positivamente com um sumo turvo, neste caso sumo de banana, clarificando-o 
em cerca de 80% e melhorando os valores da extração. Os resultados obtidos poderão 
ser atribuídos a algum problema de degradação da enzima que poderia não estar nas 
melhores condições e, deverão por isso, ser efetuados mais ensaios com nova enzima. 
Quando analisadas as recuperações das mesmas amostras antes e após a digestão, 
verifica-se que os valores são superiores para os extratos digeridos, o que parece lógico 
na medida em que o extrato digerido já sofreu ação enzimática dos sucos digestivos. No 
entanto, serão necessários mais estudos para retirar alguma conclusão sobre os efeitos 
do método de digestão in vitro na recuperação da patulina.  
A bioacessibilidade não parece ser afetada pela variabilidade de resultados 
obtidos no mesmo ou em dias diferentes (p valor=0,584) das amostras para a maioria 
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dos sumos analisados, com exceção da amostra de Maçã-Cenoura que mostrou variação 
de valores no próprio dia (p valor= 0,04). 
Os estudos comparativos sobre a bioacessibilidade de patulina em amostras de 
sumo sem e com refeição (esparguete à bolonhesa, guisado de borrego e bolacha maria) 
revelaram uma influência da natureza da matriz estudada, independente da natureza do 
sumo. Relativamente ao esparguete á bolonhesa, registou-se uma diferença estatística 
significativa (p valor =0,001) para os valores de bioacessibilidade na ausência de 
refeição (29,72%) e presença de refeição (7,64%). Estes resultados foram referenciados 
no estudo de Assunção e colaboradores, 2014 (Assunção et al., 2014), em que a autora 
participou. Relativamente ao guisado de borrego, para os valores de bioacessibilidade 
na ausência de refeição (23,29%) e presença de refeição (16,45%) e comparando com a 
bolacha maria, o valor obtido para a bioacessibilidade na ausência (15,97%) e presença 
de refeição (16,50%), ambos afetam significativamente os valores de bioacessibilidade 
de patulina nos sumos 8 Frutos (p valor= 0,041), Tropical (p valor= 0,044) e Maçã (p 
valor= 0,037). O sumo Maçã-cenoura foi o único que não apresentou diferenças 
significativas aquando a adição de uma refeição (p valor= 0,827).  
No estudo realizado por Brandon e colaboradores, 2012 (Brandon et al., 2012) 
foi avaliada a bioacessibilidade de patulina em compota de maçã caseira e outra 
comercial e ainda fruta destinada á alimentação infantil, utilizando o mesmo modelo de 
digestão in vitro para adultos com a adição de uma refeição padrão, jantar holandês 
(mistura de alho porro, cogumelos, presunto e cenoura). Este estudo revelou valores de 
bioacessibilidade entre 55 e 85% em alimentos contaminados, superiores aos 
determinados nesta dissertação para esparguete à bolonhesa (7,64%), guisado (16,45%) 
e bolacha maria (16,50%). Brandon também analisou a bioacessibilidade dos produtos 
de maçã com adição de biscoitos, tendo obtido valores de 30%, superior ao obtido nesta 
dissertação. O facto dos resultados obtidos serem inferiores em todas as matrizes 
estudadas aos de Brandon poderá ser atribuído ao estudo ser efetuado em matrizes 
diferentes. De facto Raiola et al. 2012b, também referiu que a bioacessibilidade de 
diferentes  tipos de massas afetaram a bioacessibilidade de micotoxinas (nomeadamente 
DON). Os sumos analisados neste trabalho apresentam uma composição de vários 
frutos e não só de maçã, pelo que a matriz difere podendo ter contribuído para um nível 
de deteção da bioacessibilidade de patulina inferior. Para além deste fato, a natureza dos 
sumos também terá a sua influência, sendo que a média dos valores de bioacessibilidade 
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de patulina obtidos para os sumos límpidos em cada refeição (31,68; 25,34 e 16,80% 
respetivamente) foram semelhantes aos obtidos em Raiola et al. 2012b para dois sumos 
de maçã límpidos (29,00 e 25,00%). Para os turvos os valores obtidos são inferiores 
para as mesmas refeições (27,77, 21,58 e 14,98%) quando comparados com os valores 
obtidos para dois sumos de maçã com polpa (71 e 67%).  
Por fim foram comparados os resultados para a bioacessibilidade de patulina 
com a utilização de dois modelos de digestão in vitro diferentes, um destinado a simular 
o processo digestivo adulto (baseado no modelo RIVM), e outro infantil (baseado no 
modelo utilizado por Raiola et al., 2012b). Os valores médios de bioacessibilidade 
obtidos para a patulina foram de 18,96% ± 6,70 com o modelo de adulto e 7,1% ± 3,50, 
resultado inferior, para o modelo infantil, apresentando diferenças estatisticamente 
significantes (p valor < 0,05). Estes resultados estão de acordo com o verificado em 
Raiola et al. (2012b), onde os valores médios de bioacessibilidade de DON com o 
modelo infantil são inferiores, 1,1% ± 0,1, quando comparados com os valores de 
adulto, 24,1% ± 1,7. Do ponto de vista toxicológico estes resultados são importantes 
uma vez que se verifica que cerca de 7,1% de patulina, atinge o intestino sem sofrer 
alterações, estando disponível a de ser absorvida e exercer os seus efeitos tóxicos no 
organismo, que no caso de uma criança, atendendo á sua fisionomia, intestino mais 
curto, e desenvolvimento imunitário mais imaturo, poderão exercer mais danos que num 
adulto. No entanto, é necessário ter em conta que nos modelos de digestão in vitro, 
alguns fatores podem interagir e afetar a bioacessibilidade dos contaminantes 
alimentares. A inclusão de uma refeição padrão tem interferência na matriz, dos sumos 
de fruta conduzindo a um decréscimo nos valores de bioacessibilidade como 
comprovado neste estudo.  
Será importante efetuar mais ensaios com vista a confirmar os resultados 
encontrados face á sua importância na saúde infantil. Existe muito pouca bibliografia 
sobre a bioacessibilidade de patulina em alimentos, e esta é escassa usando modelos que 
simulem a digestão em crianças pelo que este trabalho se apresenta como inovador 
pretendendo ser um contributo para os estudos na área da segurança alimentar. 
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Anexo II – Dados Atividades Experimentais  
I - Estudo da bioacessibilidade de Patulina (PAT) em sumos de frutas 
contaminados artificialmente com e sem refeição (esparguete á bolonhesa) 
 
Neste ensaio foram analisados 6 sumos contaminados artificialmente com 200µg/kg PAT em 




Correspondência de amostras: 
1.1/1.2-9.1/9.2 Multifrutos1 6.1/6.2-14.1/14.2 Eq. 100%Maçã 
3.1/3.2-11.1/11.2 Frutos Variados 7.1/7.2-15.1/15.2 Multifrutos 2 
5.1/5.2-13.1/13.2 Maçã-Cenoura 8.1/8.1-16.1/16.2 Cocktail Junior 
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Tabela XVI - Bioacessibilidade de Patulina em 6 sumos de fruta analisados em 






























































































































































































4,60 0,010 6,680 0,151 32,827 200,0 16,41   
1-2 4,53 0,040 6,330 0,143 31,555 200,0 15,78  16 
3-1 Frutos 
variados 
4,58 0,010 7,330 0,166 36,168 200,0 18,08   
3-2 4,60 0,010 7,950 0,180 39,110 200,0 19,55  19 
5-1 Maçã-
cenoura 
4,62 0,010 9,220 0,209 45,171 205,6 21,97   





4,56 0,010 6,080 0,259 56,777 200,8 28,28   
6-2 4,56 0,010 5,900 0,251 55,115 200,8 27,45  28 
7-1 Multifrut
os 2 
4,77  0 10,820 0,463 97,050 200,0 48,52   
7-2 4,70 0,010 10,610 0,453 96,490 200,0 48,25  48 
8-1 Cocktail 
Junior 
4,67  0 9,740 0,416 88,917 200,0 44,46   
8-2 4,67  0 10,540 0,450 96,286 200,0 48,14  46 
 
Tabela XVII - Bioacessibilidade de Patulina em 6 sumos de fruta analisados em 































































































































































































4,54 4,78 0,020 5,020 0,137 30,213 200,0 15,11 





4,96 4,77   4,770 0,132 26,678 200,0 13,34 
11-
2 





4,62 4,72   1,820 0,050 10,779 205,6 5,24 
13-
2 







5,08 4,00   1,000 0,047 9,273 200,0 4,64 
14-
2 





4,63 4,20   1,860 0,087 18,811 200,0 9,41 
15-
2 





4,83 4,45   1,050 0,050 10,280 200,0 5,14 
16-
2 
4,88 4,28   1,700 0,080 16,444 200,0 8,22 
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Sample Set 17-10-2013 (SS131017_PAT): 
Vials Solução µL Condição Método Tempo 
1 Fase móvel 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
3 P8 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
4 P16 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
5 P25 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
6 P50 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
7 P100 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
8 1.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
9 1.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
10 3.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
11 3.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
12 5.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
13 5.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
14 6.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
15 6.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
16 7.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
17 7.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
18 8.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
19 8.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
      Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
      Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 





Sample Set 22-11-2013 (ss131122Pat): 
Vials Solução µL Condição Método Tempo 
1 Fase móvel 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
3 P8 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
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4 P16 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
5 P25 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
6 P50 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
7 P100 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
8 9.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
9 9.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
10 11.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
11 11.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
12 13.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
13 13.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
14 14.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
     Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
15 14.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
16 15.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
17 15.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
18 16.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
19 16.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
   Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
   Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 
   Condition Column Paragem_Acet_Agua65%2998_set 10,1 
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II- Ensaio de recuperação de patulina em amostras digeridas com e sem refeição 
(guisado de borrego) 
 
Amostras contaminadas inicialmente com 200 µg/kg de PAT (quadruplicado de cada amostra – 
4 com refeição, 4 sem refeição) e fortificadas após a digestão com 20 µg/kg de PAT (dois 
exemplares de cada, 2 com refeição, 2 sem refeição). 
 
Correspondência amostras: 
1.1/1.2/1.3/1.4 Maçã c/ refeição 3.1/3.2/3.3/3.4 Bongo c/ refeição 
2.1/2.2/2.3/2.4 Maçã s/ refeição 4.1/4.2/4.3/4.4 Bongo s/ refeição 
 
Tabela XVIII - Bioacessibilidade de patulina em amostras de sumos contaminados 



































































































































































































































 4,5213 4,4935   4,140 0,112 24,737 200,0 12,37 12 










 4,4923 4,5481   11,960 0,323 71,991 400,0 18,00 18 





















4,5298   0,070 9,810 0,222 48,943 200,0 24,47 27 











4,4847   0,070 22,560 0,509 113,460 400,0 28,36 28 
























4,467 4,5257   3,930 0,106 23,748 200,0 11,87 12 











4,4814 4,6385   12,120 0,329 73,346 400,0 18,34 21 






















 4,4794   0,070 10,990 0,248 55,324 200,0 27,66 28 










 3,7368   0,040 30,510 0,664 177,802 400,0 44,45 38 
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Recuperações: 
Maçã com refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   10273 9638 31227 31666 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   10,34 9,75 29,89 30,30 
Conc. (μg/kg)   4,14 3,90 11,96 12,12 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 4,14 3,90 11,96 12,12 
Media dos resultados (μg/kg) 4,02     
Recuperação (%)     39,7 40,3 
Conc. Corrigida (μg/kg) 10,42 9,82    
Conc. Média Corrigida (μg/kg) 10,12    
 
Maçã sem refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   25483 30350 59633 58377 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   24,53 29,07 56,40 55,23 
Conc. (μg/kg)   9,81 11,63 22,56 22,09 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 9,81 11,63 22,56 22,09 
Media dos resultados (μg/kg) 10,72     
Recuperação (%)     59,2 56,6 
Conc. Corrigida (μg/kg) 16,58 19,65    
Conc. Média Corrigida (μg/kg) 18,11    
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8 Frutos com refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   9712 10249 31869 41288 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   9,81 10,32 30,49 39,28 
Conc. (μg/kg)   3,93 4,13 12,20 15,71 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 3,93 4,13 12,20 15,71 
Media dos resultados (μg/kg) 4,03     
Recuperação (%)     40,9 58,4 
Conc. Corrigida (μg/kg)        
Conc. Média Corrigida (μg/kg)      
 
8 Frutos sem refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   28644 28523 80936 66308 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   27,48 27,37 76,28 62,63 
Conc. (μg/kg)   10,99 10,95 30,51 25,05 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 10,99 10,95 30,51 25,05 
Media dos resultados (μg/kg) 10,97     
Recuperação (%)     97,7 70,4 
Conc. Corrigida (μg/kg)        
Conc. Média Corrigida (μg/kg)      




Tabela XIX - Taxa de recuperação de patulina em amostras de sumos fortificadas (n=2) 
 
Com refeição Média Sem refeição Média 
Turvo - Maçã 39.7% 40.3% 40 % 59.2% 56.1% 58 % 
Límpido - 8 frutos 40.9% 58.4% 50 % 97.7% 70.4% 84 % 
 
Sample Set 23/01/2014 (ss140123PAT_Dig): 
Vials Solução µL Condição Método Tempo 
1 Fase móvel 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
3 P8 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
4 P16 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
5 P25 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
6 P50 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
7 P100 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
8 1.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
9 1.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
10 1.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
11 1.4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
12 2.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
13 2.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
14 2.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
15 2.4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
16 3.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
17 3.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
18 3.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
19 3.4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
20 4.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
21 4.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
22 4.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
23 4.4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
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      Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 
      Condition Column Paragem_Acet_Agua65%2998_set 10,1 
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III- Determinação da bioacessibilidade de patulina em sumos de fruta 
contaminados artificialmente com e sem refeição (guisado de borrego) 
 
Amostras analisadas em triplicado (8 frutos. Tropical, maçã, maçã-cenoura; três com refeição e 
3 sem refeição), contaminadas previamente com 200 µg/kg de patulina. 
 
 
Correspondência de amostras: 
1.1/1.2/1.3 8 frutos c/ refeição 5.1/5.2/5.3 Maçã c/ refeição 
2.1/2.2/2.3 8 frutos s/ refeição 6.1/6.2/6.3 Maçã s/ refeição 
3.1/3.2/3.3 Tropical c/ refeição 7.1/7.2/7.3 Tropical c/ refeição 
4.1/4.2/4.3 Tropical s/ refeição 8.1/8.2/8.3 Tropical s/ refeição 
 
Tabela XX- Bioacessibilidade de patulina em sumos de fruta contaminados artificialmente 
















































































































































































































 4,4561 4,61   5,370 0,145 32,617 200,0 16,31 
1-2 4,487 4,6912   5,800 0,158 35,131 200,0 17,57 









 4,5006   0,100 9,310 0,210 46,752 200,0 23,38 
2-2 4,5027   0,100 10,20
0 
0,231 51,202 200,0 25,60 















 4,4629 4,7148   4,010 0,109 24,420 200,0 12,21 
3-2 4,5052 4,6319   5,510 0,150 33,190 200,0 16,59 









 4,4979   0,06 7,040 0,159 35,307 200,0 17,65 
4-2 4,5113   0,06 9,960 0,225 49,833 200,0 24,92 













 4,497 4,6829   6,070 0,165 36,687 200,0 18,34 
5-2 4,525 4,6091   7,420 0,201 44,494 200,0 22,25 









 4,5898   0,08 8,990 0,204 44,403 200,0 22,20 
6-2 4,5287   0,08 10,37
0 
0,234 51,770 200,0 25,89 



















 4,5208 4,5134   6,530 0,177 39,049 200,0 19,52 
7-2 4,5116 4,5415   7,600 0,206 45,572 200,0 22,79 
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4,5633   0,08 0,530 0,012 2,630 200,0 1,31 
8-2 4,5489   0,08 11,12
0 
0,252 55,317 200,0 27,66 
8-3 4,5212   0,08 10,64
0 
0,240 53,189 200,0 26,59 
 
Sample Set 14-02-10 (SS140210PAT_DIG): 
Vials Solução µL Condição Método Tempo 
1 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 P8 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
3 P16 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
4 P25 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
5 P50 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
6 P100 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
7 1.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
8 1.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
9 1.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
10 2.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
11 2.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
12 2.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
13 3.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
14 3.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
15 3.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
16 4.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
17 4.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
18 4.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
19 5.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
20 5.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
21 5.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
22 6.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
23 6.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
 24 6.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
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      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
 25 7.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
 26 7.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
 27 7.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
 28 8.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
29 8.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
30 8.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
31 9.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
32 9.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
   Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
   Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 
   Condition Column Paragem_Acet_Agua65%2998_set 10,1 
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IV- Quantificação da PAT em sumos de fruta contaminados artificialmente 
 
Amostras analisadas em duplicado, contaminadas previamente com 200 µg/kg de patulina 
(Maçã, Maçã-Cenoura, 8 frutos, Tropical) 
 






















Área 294222 297988 302853 294992 309612 313398 361727 376644 
[µg/L] 275,31 278,83 283,37 276,03 289,67 293,21 338,31 352,23 
[µg/kg] 110,12 111,53 113,35 110,41 115,87 117,28 135,32 140,89 
 
Para uma contaminação inicial de 200 µg/kg: 
Recuperação % =( [obtida]*100)/[inicial (200)]; Diferença % = 100 – Recuperação % 
 
Tabela XXII - Taxa de recuperação de patulina em amostras de sumos 
  9.1 9.2 10.1 10.2 11.1 11.2 12.1 12.2 
[µg/kg] 110,12 111,53 113,35 110,41 115,87 117,28 135,32 140,89 
Recuperação 
% 
55,06 55,765 56,675 55,205 57,935 58,64 67,66 70,445 
Média Rec % 55,4125 55,94 58,2875 69,0525 
Diferença % 44,94 44,235 43,325 44,795 42,065 41,36 32,34 29,555 
Média Dife % 44,5875 44,06 41,7125 30,9475 
 
 
Correspondência de amostras: 
9.1/9.2 8 frutos 11.1/11.2 Maçã 






Simulação in vitro do processo digestivo de patulina em sumos de fruta 
Página 104 de 124 
 
Sample Set 14-02-10 (SS140210PAT_DIG): 
Vials Solução µL Condição Método Tempo 
1 Fase 
móvel 
200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
3 P8 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
4 P16 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
5 P25 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
6 P50 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
7 P100 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
41 10.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
42 10.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
43 11.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
44 11.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
45 12.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
46 12.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
    Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
   Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
   Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 
   Condition Column Paragem_Acet_Agua65%2998_set 10,1 
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V- Simulação da digestão infantil in vitro no estudo de Bioacessibilidade de 
Patulina (PAT) em sumos de frutas contaminados artificialmente 
 
Foram analisados 4 sumos contaminados artificialmente com 200 µg/Kg de PAT e digeridos na 
presença e ausência de refeição. 
 
Correspondência de amostras: 
13.1/13.2/13.3 8 Frutos c/ refeição 17.1/17.2/17.3 Maçã c/ refeição 
14.1/14.2/14.3 8 Frutos s/ refeição 18.1/18.2/18.3 Maçã s/ refeição 
15.1/15.2/15.3 Tropical c/ refeição 19.1/19.2/19.3 Maçã-cenoura c/ refeição 
16.1/16.2/16.3 Tropical s/ refeição 20.1/20.2/20.3 Maçã-cenoura s/ refeição 
 
 
Tabela XXIII- Bioacessibilidade de patulina em sumos de fruta (8 frutos, tropical, maçã, 












































































































































































































































































200,0 5,13 6 
14-2 4,496
9 










































































200,0 5,38 5 
16-2 4,502
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200,0 6,37 7 
18-2 4,561
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200,0 8,14 8 
20-2 4,525
9 















Sample Set 12-02-2014 (SS140212PAT_DigInf): 
Vials Solução µL Condição Método Tempo 
1 Fase móvel 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
3 P8 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
4 P16 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
5 P25 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
6 P50 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
7 P100 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
8 13.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
9 13.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
10 13.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
11 14.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
12 14.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
13 14.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
14 15.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
15 15.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
16 15.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
17 16.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
18 16.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
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19 16.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
20 17.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
21 17.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
22 17.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
23 18.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
24 18.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
25 18.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
26 19.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
27 19.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
28 19.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
29 20.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
30 20.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
31 20.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
      Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 
      Condition Column Paragem_Acet_Agua65%2998_set 10,1 
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VI- Ensaio de recuperação de patulina em amostras digeridas com e sem refeição 
(guisado de borrego) com adição de pectinase 
 
Amostras contaminadas inicialmente com 200 µg/kg de patulina (Maçã e 8 Frutos), adição de 
pectinase antes da extração e fortificação após a digestão com e sem refeição com 20 µg/kg de 
patulina (4 amostras com refeição, 4 sem para cada sumo, dois de cada fortificados) (n=2) 
Correspondência de amostras: 
5.1/5.2 Maçã c/ refeição 7.1/7.2 8 Frutos c/ refeição 
6.1/6.2 Maçã s/ refeição 8.1/8.2 8 Frutos s/ refeição 
 
Tabela XXIV - Taxa de recuperação de patulina em amostras fortificadas na presença e 
ausência de refeição (n=2) 
 Com refeição Média Sem refeição Média 
Maçã 45.2% 32.3% 38.75% 63.7% 44.2% 53.95% 
8 Frutos 75.3% 45.1% 60.02% 35.8% 48.4% 42.1% 
 
Recuperações: 
8 Frutos com refeição 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   9033 15712 52729 36534 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   9,18 15,41 49,96 34,84 
Conc. (μg/kg)   3,67 6,17 19,98 13,94 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 3,67 6,17 19,98 13,94 
Media dos resultados (μg/kg) 4,92     
Recuperação (%)     75,3 45,1 
Conc. Corrigida (μg/kg)       
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8 Frutos sem refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   10461 10151 29482 36244 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   10,51 10,22 28,26 34,57 
Conc. (μg/kg)   4,21 4,09 11,31 13,83 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 4,21 4,09 11,31 13,83 
Media dos resultados (μg/kg) 4,15     
Recuperação (%)     35,8 48,4 
Conc. Corrigida (μg/kg)       
 
Conc. Média Corrigida (μg/kg)     
  
Maçã com refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   6297 6857 30779 23905 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   6,63 7,15 29,47 23,06 
Conc. (μg/kg)   2,65 2,86 11,79 9,22 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 2,65 2,86 11,79 9,22 
Media dos resultados (μg/kg) 2,76     
Recuperação (%)     45,2 32,3 
Conc. Corrigida (μg/kg) 5,87 6,33   
 
Conc. Média Corrigida (μg/kg) 6,10   
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Maçã sem refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   6428 13212 43955 33480 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   6,75 13,08 41,77 31,99 
Conc. (μg/kg)   2,70 5,23 16,71 12,80 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 2,70 5,23 16,71 12,80 
Media dos resultados (μg/kg) 3,97     
Recuperação (%)     63,7 44,2 
Conc. Corrigida (μg/kg) 4,24 8,21   
 
Conc. Média Corrigida (μg/kg) 6,23   
  
Sample Set 20-03-2014 (SS140320Pat_Dig): 
1 Fase móvel 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
3 P8 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
4 P16 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
5 P25 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
6 P50 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
7 P100 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
8 5.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
9 5.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
10 5.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
11 5.4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
12 6.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
13 6.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
14 6.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
15 6.4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
16 7.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
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17 7.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
18 7.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
19 7.4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
20 8.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
21 8.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
22 8.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
23 8.4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
      Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 
      Condition Column Paragem_Acet_Agua65%2998_set 10,1 
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VII- Ensaio de digestão de amostras artificialmente contaminadas com patulina 
com e sem refeição (bolacha maria) 
 
Amostras contaminadas inicialmente com 200 µg/kg de patulina (8 Frutos, Tropical, Maçã e 
Maçã-cenoura) com e sem refeição, bolacha maria (n=3) 
 
Correspondência de amostras: 
21.1/21.2/21.3 8 Frutos c/ refeição 25.1/25.2/25.3 Maçã c/ refeição 
22.1/22.2/22.3 8 Frutos s/ refeição 26.1/26.2/26.3 Maçã s/ refeição 
23.1/23.2/23.3 Tropical c/ refeição 27.1/27.2/27.3 Maçã-cenoura c/ refeição 
24.1/24.2/24.3 Tropical s/ refeição 28.1/28.2/28.3 Maçã-cenoura s/ refeição 
 
Tabela XXV - Bioacessibilidade de patulina em sumos de fruta artificialmente 































































































































































































































 4,5665 4,5876   4,090 0,111 24,321 200,0 12,16 9 
21
-2 
4,5145 4,5108   1,740 0,047 10,416 200,0 5,21 
21
-3 














0,227 49,497 200,0 24,75 21 
22
-2 
4,538   0,08
0 
0,360 0,008 1,794 200,0 0,90 
22
-3 
4,5139   0,07
5 

















 4,5183 4,5245 0,01
5 
3,310 0,090 19,822 200,0 9,91 9 
23
-2 
4,5134 4,5102   2,020 0,055 12,095 200,0 6,05 
23
-3 










 4,5227   0,01
5 
5,640 0,127 28,105 200,0 14,05 11 
24
-2 
4,5712   0,01
5 
5,870 0,133 29,004 200,0 14,50 
24
-3 
4,5457   0,01
5 




















4,555 4,5035   3,350 0,091 19,900 200,0 9,95 
25 4,51 4,5258 0,01 4,320 0,117 25,911 200,0 12,96 












 4,5142   0,07
5 
9,210 0,208 46,087 200,0 23,04 17 
26
-2 
4,5255   0,07
5 
7,550 0,171 37,705 200,0 18,85 
26
-3 
4,5349   0,07
5 










































 4,5342   0,07
5 
5,830 0,132 29,071 200,0 14,54 16 
28
-2 
4,5748   0,06
0 
5,830 0,132 28,845 200,0 14,42 
28
-3 
4,5495   0,06
0 
8,190 0,185 40,702 200,0 20,35 
 
 
Sample Set 26-03-2014 (SS140326PAT_Dig): 
1 Fase móvel 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
8 21.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
9 21.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
10 21.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
11 22.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
12 22.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
13 22.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
14 23.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
15 23.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
16 23.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
17 24.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
18 24.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
19 24.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
20 25.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
21 25.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
Simulação in vitro do processo digestivo de patulina em sumos de fruta 
Página 116 de 124 
 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
22 25.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
23 26.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
24 26.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
25 26.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
26 27.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
27 27.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
28 27.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
29 28.1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
30 28.2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
31 28.3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
      Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
      Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 
      Condition Column Paragem_Acet_Agua65%2998_set 10,1 
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VIII – Ensaio de recuperação e quantificação de patulina 
 
Para o ensaio de recuperação foram analisados 2 sumos contaminados artificialmente com 
200μg/kg PAT em quadruplicado digeridos com e sem refeição e fortificados com 20μg/Kg de 
PAT.  
Para o ensaio de quantificação foram analisados 4 sumos em duplicado contaminados 
artificialmente com 200μg/kg PAT sem refeição. 
 
Correspondência de amostras: 
B1/B2/B3/B4 8 Frutos c/ refeição CM1/CM2/CM3/CM4 Maçã c/ refeição 
B5/B6/B7/B8 8 Frutos s/ refeição CM5/CM6/CM7/CM4 Maçã s/ refeição 
T1/T2 Tropical CCM1/CCM2 Maçã-cenoura 
 
 
8 Frutos com refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   156787 169041 171031 161732 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   147,06 158,50 160,35 151,68 
Conc. (μg/kg)   58,82 63,40 64,14 60,67 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 58,82 63,40 64,14 60,67 
Media dos resultados (μg/kg) 61,11     
Recuperação (%)     25,2 -3,7 
Conc. Corrigida (μg/kg)       
 





8 Frutos sem refeição: 
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Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   300348 313446 343681 223374 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   281,03 293,25 321,47 209,20 
Conc. (μg/kg)   112,41 117,30 128,59 83,68 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 112,41 117,30 128,59 83,68 
Media dos resultados (μg/kg) 114,86     
Recuperação (%)     68,7 -155,9 
Conc. Corrigida (μg/kg)       
 
Conc. Média Corrigida (μg/kg)     
  
Maçã com refeição: 
Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   154390 170246 202677 199369 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   144,82 159,62 189,88 186,80 
Conc. (μg/kg)   57,93 63,85 75,95 74,72 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 57,93 63,85 75,95 74,72 
Media dos resultados (μg/kg) 60,89     
Recuperação (%)     125,5 115,2 
Conc. Corrigida (μg/kg) 46,14 50,86   
 
Conc. Média Corrigida (μg/kg) 48,50   
  
 
Maçã sem refeição: 
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Fortificação (μL)       200 200 
Toma   1 2 Fortificada Fortificada 
Amostra (g/mL)   10 10 10 10 
Área 1   0 0 0 0 
Área 2   0 0 0 0 
Média áreas   349864 330298 365211 288726 
Solvente extracção (mL) 10 10 10 10 
Volume obtido SPE (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 
Água redissolução (mL) 1 1 1 1 
Factor diluição sol fortif. (1:x)     10 10 
Conc. (μg/L)   327,24 308,98 341,56 270,18 
Conc. (μg/kg)   130,89 123,59 136,62 108,07 
Factor diluição amostra (1:x) 1 1 1 1 
Conc.c/diluição (μg/kg) 130,89 123,59 136,62 108,07 
Media dos resultados (μg/kg) 127,24     
Recuperação (%)     46,9 -95,8 
Conc. Corrigida (μg/kg) 279,08 263,51   
 










8 Frutos 200 114,855 57,4275 
Tropical 200 111,53 55,765 
Maçã 200 127,24 63,62 








Sample Set 12-05-2014 (SS140512Pat_Rec): 
1 Fase móvel 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
2 pH4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
3 P8 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
4 P16 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
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5 P25 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
6 P50 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
7 P100 200.0 Inject Standards Patulina2998_set 15 
8 Cont Fort 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
9 B1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
10 B2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
11 B3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
12 B4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
13 B5 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
14 B6 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
15 B7 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
16 B8 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
17 CM1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
18 CM2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
19 CM3 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
20 CM4 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
21 CM5 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
22 CM6 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
23 CM7 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
24 CM8 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
25 T1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
26 T2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
27 CCM1 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lav_entre_am_Acet_Agua2998_set 30 
28 CCM2 200.0 Inject Samples Patulina2998_set 15 
      Condition Column Lavagem acetonitrilo2998_set 60 
      Condition Column Lav_AcetAgua_65%2998_set 30 
      Condition Column Paragem_Acet_Agua65%2998_set 10,1 
Simulação in vitro do processo digestivo de patulina em sumos de fruta 
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Anexo III - Atividades Extras 
 
 Participação em conferências e formações 
 Encontros com Ciência do DAN, entre 1 de Fevereiro de 2013 e 20 de 
Dezembro de 2013 no Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge em 
Lisboa. 
 CHROM FORUM da VWR: ‘’Cromatografia e Segurança em 
Cromatografia’’; 1 de Outubro de 2013 na Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa. 
 Waters Portugal: ‘’Seminário sobre Troubleshooting em HPLC e HPLC®’’; 
7 de Maio de 201 no Hotel Olissippo Oriente em Lisboa. 
 
 Digestão de amostras para determinação de nitratos 
 
 Auxilio na cultura de células Caco-2 para o estudo de transporte trans-
membranar de micotoxinas 
 
 Homogeneização e identificação de amostras no âmbito do projecto Micomix 
 
 Elaboração de: índices, lista de abreviaturas, tradução tabelas e referências 
bibliográficas, para o livro: Alvito P.C. (2014). Alterações do estado de saúde 
associadas à alimentação, contaminação química- micotoxinas. Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, Portugal. 
 
 
